















































生 体 内器 官 の 人工 臓 器 に よ る一 部 あ る い は全 置換 術 は近 年 ます ます増 加 す
る傾 向 にあ る 。こ れ は 、 人工 臓 器 の 質 的 向 上 と、 その 臨 床 にお け る適 用 ・管
理 法 の 進 歩 に負 う とこ ろが 大 き いD。 人工 臓 器 は本質 的 に生 体 適 合 性 を有 し
て い る こ とを 要求 さ れ るが 、従来 この 方 面 の 生理 ・生 化 学 的知 見 は極 め て限
られ てお り、従 っ て材 料 の構 築 にお い て も 、試行 錯 誤 的 な色 合 いが 強 か っ た
こ と は否 め な い 。
近 年 こ う した材 料 と生 体 との相 互 作 用 に関 す る研 究 が進 み 、 そ れ に伴 って
材 料 の 構 築 も、 よ り理 論 的 に行 な え る よ う にな っ て き た 。
人 工 臓 器 には 、 人工 心 臓 、人工 腎臓 を は じめ と して、血 液 との接 触が 不 可
避 で あ る ものが 多 い 。 これ らの臓 器 にお い ては 、生 体適 合 性 の うちで も、特
に血 液適 合 性 に優 れ て い る事が 重 要 な 問題 とな る 。い う まで も な くこれ らの
材 料 は 、単 に血 液 適 合 性 に優 れ て い るだ け で な く、機 械 的強 度 、透過 性 とい っ
た 物 理 的性 質 を も満 足 させ る必 要 が あ る 。臓 器 移 植 の よ うに 、生 体 由来 の材
料 を そ の ま ま用 い る事 は 、生 体 適 合 性 とい う意 味 にお い て は も っ と も優 れ て
い る と考 え られ るが 、現 在 の レベ ル にお い て は、臓 器 提 供 者 の 恒 久 的な 不 足
とい っ た 問題 が あ り 、 それ は それ で 、 また別 種 の 問題 を提 供 し てい る1)。
血液 適 合 性 に優 れ た材 料 の 開発 に お い て は 、大剥 して二 種 の アプ ロー チ が
考 え られ る 。一 っ は 、血 栓形 成 を惹 起 しな い よ うな表 面 構 造 を 有 す る材 料 を
分 子設 計 に よ っ て 、化 学 的 に合 成 す る もの で あ る 。この 分 野 にお い て は近 年
ミ ク ロ相 分 離 構 造 の 開 発 に よっ て 、分 子 レベ ル にお け る血 液 適 合性 と材 料 構
造 との相 関関 係 に対 す る知 見が 増 大 しっ っ あ り、 よ り論 理 的 な 分 子設 計 が 可
能 にな りっ っ あ る2)。しか し、 この 場合 にお ける血 液適 合 性 とは あ くまで も
材 料 が生 体 と良好 な 親 和 性 を有 す る とい う意 味 にお い ての み で あ り、従 っ て、
材 料が 生 体 側(血 液)に 対 して 、積 極 的 に適 合 性 を獲 得 し て い くとい う こ と
は 考 え られ な い 。
勿 論 こ の よ うな 消 極 的 な適 合 性 とい え ど も 、決 してお ろ そか に され るべ き
こ とで は な いの は 当然 で あ るが 、後 に述 べ る よ う に、近 年 の 生 化学 的 研 究 の
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進 展 に よ っ て 、血 液 と接 触 す る細 胞 が 、単 に この よ うな 消 極 的 な方 法 に よ っ
て の み 血 液 適 合 性 を獲 得 して い るの で はな い こ とが 明 らか にな って き た3)。
血 液 適 合 性 材 料 開発 の も う一 っ の方 法 は 、抗 血 栓 性 を 有 す る生 理 活 性 分 子
の 材 料 表 面 へ の 固 定化 、 あ るい は血 液 と直 接 接 触 す る細胞(内 皮 細 胞)の 材
料 表 面 上 で の 培 養 に よ って 、合 成 材 料 と生 体 由来 の 物質 との二 層 性 を持 っ 、
い わ ゆ るハ イブ リッ ド型 の材 料 を構 築 しよ うとす る もの で あ る 。 この よ うな
方 法 に よ る利 点 は 、材 料 の生 体 適 合 性 に対 す る要 求 を材 料 表 面 の 修 飾 に よ っ
て カ バ ー で き る こ とか ら、 よ り自 由な 材 料 の 選 択が 可 能 にな る こ と と 、生 理
活 性 分子(例 えば酵 素 蛋 白質)や 細 胞 の働 き に よ って 、材 料 が 積 極 的 に生 体
側 に働 きか け る こ とが 可 能 とな る こ とで あ る 。 これ は 実 際の 生 体 にお い て取
られ て い る 血 液適 合 性 獲 得 の 戦 略 に非常 に近 い 。そ して その 意 味 で は組 織 培
養 に よる方 法が 、生 理 活 性 分 子 固 定 化 に よ る よ りも優 れ て い る と言 い得 るが 、
細 胞 培 養 に よ る方 法 は 、安 定 な 培 養基 質 とな り得 る材 料 の 開 発 、培 養法 、 培
養 に かか る 時 間的 な 問 題 や 、 そ う して調 製 した材 料 の維 持 、保 存 な ど、 未 だ
多 くの 問題 を抱 え て い るの が 現 状 で あ る。 そ れ に対 して 、生 理 活 性 分子 固 定
化 に よ る方 法 は 、固 定 化 に よ っ て生理 活 性 分 子 の安 定 性 を増 す こ とが可 能 で
あ り、材 料 の保 存 も比 較 的 容 易 で あ る こ とか ら、既 に様 々な 固 定 化 例が 報 告
され て お り、 また 、 い くっ か の 材 料が 臨床 的 に も用 い られ て い る4-9)。
細 胞 培 養 法 の場 合 に は 、血 液 適 合 性 を 得 る ため に培 養 すべ き細 胞 の 種 類 は
最 初 か ら内 皮 細胞 に ほ ぼ 限定 され て い る 。そ して ま た、 その 内皮 細 胞 の み に
よ って 充分 な 血液 適 合 性 を期 待 す る事が で き る 。 しか し、生 理 活 性 分 子 固 定
化 に よる方 法 にお い て は 、固 定 化 す る分 子 種 の選 定 が 非 常 に重 要 な 問 題 で あ
る 。
現 在 まで に報告 され て い る分 子 種 と して は 、抗 凝 固能 を有 す る ム コ多 糖 類
で あ るヘパ リ ン4-6)と、線 溶 系 賦 活酵 素 ウ ロ キ ナー ゼ7-9)がそ の 主 な もの で
あ る 。 この 二 種 の分 子 が 、抗 凝 固 剤 あ るい は血 栓 溶解 剤 と して 臨床 的 に汎 用
され て お り、 安 全 性 の 面 で優 れ て い る こ と 、 ま た大量 入 手 が 容 易で あ る こ と
が そ の主 な 理 由で あ ろ う 。
と こ ろで 、上 に も述 べ た よ うに 、血 管 内皮 細 胞 は、血 液 との相 互 作 用 に よ っ
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て生 体 内 にお け る血 栓 の形 成 を抑 制 して い る と考 え られ て い る 。 この メ カニ
ズ ム は 、 ま だ完 全 に解 析 され た訳 で は無 いが 、 そ の うちの 特 に重要 と思 われ
る ものの 一 っ に、 血小 板凝 集 ・粘 着 の 抑 制 が あ る1の。血 小 板 は血 液 中の有
形 成 分 の 一 っ として 、 体 内 にお け る血 栓 形 成 に重 要 な 役 割 を果 た して い る こ
とが 知 られ て い る 。 ま た、祕 料 の 惹 起 す る血 栓形 成 にお い て も同様 に血 小 板
は重 要 な 役 割 を担 って い るこ とが 知 られ てお り、血 小 板 の 活 性 化 を惹 起 しな
い様 な性 質 を有 す る材 料 にっ い て 、分 子 設 計 の立 場 か ら様 々な 検討 が な され
て ぎて い る 。 しか し、 この よ うな 分 子 設 計 に よ って構 築 され た材 料 は 、血 小
板 に対 す る反 応 性 を 持 たな い もの で は あ り えて も、積 極 的 に血 小 板 の 活性 化
を抑 制 す る もの で はな い 。従 っ て 、例 えば 材 料 によ っ て活 性 化 され た微 量 の
トロ ンビ ンに よ っ て 、血 小板 凝 集 が 惹 起 され た と して も 、 この 材料 は 、 それ
を 阻止 す る こ とが で きな い訳 で あ る 。 これ に対 して 、実 際 の 血 管 内皮 細 胞 に
お い て は 、PGIZの放 出1°)、ADPの分 解11)、あ る いは トロ ンビ ンの 不活 化 と
い った作 用 に よ っ て12)、か な り積 極 的 な血 小板 活 性 化 の 抑制 が な され て い
る 。この よ うな 作 用 は 、血管 内皮 細 胞 に存 在 す る酵 素 の 働 きに よ るもの と考
え られ 、 そ れ を 、分 子 設 計 の み に よ っ て構 築 しよ う とす る こ と は現 時点 で は 、
ほ とん ど不 可 能 と言 っ て よい 。
この よ うな積 極 的 な 作 用が 本 当 に必 要 な のか 、あ るい は また材 料の 分 子 設
計 の み に よ っ て 、充 分 な 血液 適 合 性 を得 る事 が 可能 で あ るの か にっ い て は 、
残 念 なが ら、現 在 の 知 見 の み に よ っ て で は 、判 断 す るこ とが 出来 な い 。 これ
は 、血 液 適 合 性 に限 らず 、生 体 適 合 性 材 料 すべ ての 開発 にお い てい い得 る事
で あ る。 しか し、真 の 意 味 で の生 体 適 合 性 を材 料 に賦 与 す る上 にお い て は 、
実 際 に生 体 にお い て行 な われ て い る方 法 に 可能 な 限 り近 い方 法 で 行 な うこ と
が 、生体 に与 える ダ メ ー ジ 、あ るい は 副作 用 を最 小 にす る為 に は 、最 良で あ
る と考 え られ る 。
以 上 の よ うな方 法 論 にの っ と って 、 本研 究 にお いて は 、血 管 の 有 す る優 れ
た抗 血栓 性 を 、 酵素 固定 化 の 手 法 を 用 い る こ とに よ って 、合 成 高 分子 材 料 に
賦 与 す る こ と を試 み た 。 まず 、第 一 章 にお いて血 管 の有 す る血 小 板凝 集 抑 制
活 性 にっ い て検 討 し 、第二 章 にお い て 、 この活 性 が 合 成高 分 子 材 料 に固定 化
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可 能 で あ る事 を示 した 。っ いで 、 第 三章 にお い て 、 この 活 性 にっ い て 更 に詳
細 に検 討 す る と とも に 、 よ り効 率 的 な 固定 化 をめ ざ して 、 この 活性 を 担 う酵
素 の 一 っ にっ い ての 部 分 精 製 と特 徴付 けを行 な い 、 ま た 、そ の 固定 化 にっ い
て の基 礎 的 な検 討 を行 な っ た 。最 後 に第 四章 にお い て は 、血管 に存 在 し、 凝
固系 の調 節 を 司 る事 に よ っ て 、血 液 の流 動 性 を維 持 して い る と考 え られ る蛋
白質 トロ ンボ モ ジ ュ リ ンの 固 定 化 に よ る、材 料 へ の 抗 血 栓 性賦 与 にっ い て 検
討 し た 。
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本 論
第 一 章 血 管 の血 小 板 凝 集 抑 制活 性
第 一 節 緒 言
生 理 活性 分 子 固定 化 に よ る材料 へ の 血液 適 合 性 賦 与 にお い て は 、固定 化 す
る分 子 種 の 選 定が 重 要 な意 味 を持 っ と考 え られ る 。材 料 に固定 化 で き る分 子
の 量 は限 られ て お り、 また 、遊 離 状 で 活性 を有 す る分 子が 、 固定 化 して も活
性 を発 現 す る とは 限 らな いか らで あ る 。
血 液 適 合 性 にお い て 、最 も問 題 とな るの は 血栓 の惹 起 で あ り、 その な か で
も 、血 小 板 の 凝 集 ・粘 着 を抑 制 す る こ と13)が、特 に重要 で あ る と考 え られ
る 。従 来 報 告 され て い る固定 化 材 料 は 、 しか し、凝 固系 及 び 線 溶系 に関 す る
も のが 主 で あ っ4-9)。これ は、 ひ とっ には この二 っ の 系 が比 較 的良 く解 析
さ れ て い た ため で あ り、 また 、 固定 化 に よ っ ては っ き り と活 性 を示 す よ うな
血 小 板 機 能 抑 制 物 質 が ほ とん ど知 られ て いな か っ た事 によ る と考 え られ る 。
緒 論 にお い て も述 べ た様 に 、血 管 に は 、血 小 板 凝集 抑 制 活 性 の存 在 す る こ
とが 知 られ て お り、 それ は 、数 種 の酵 素 の 働 き に よ るも ので あ る可 能 性 が 高
い と考 え られ て い るユ゜ ,11)。この血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 材料 に 固定 化 す る こ
とが 可能 で あ れ ば 、実 際 の 生体 に お ける血 液 適 合 性獲 得 の方 法 に近 いや り方
で 、 材料 に血 液 適 合 性 を賦 与 で き、 ま た、基 本 的 に材 料設 計 を血 液 適合 性 の
問 題 と切 り離 して 、機 械 的 強 度 な ど の 物性 の 問題 と して考 える こ とが可 能 に
な る 。
そ こで まず 、本 章 にお い ては 、血 管 の 含有 す る血 小 板 凝 集抑 制 活 性 にっ い
ての 検 討 を 行 な い 、次 章 にお い て その 固 定 化 にっ い ての 検 討 を 行 な っ た 。
第 二 節 大 動 脈 ミ クロ ソー ム に よ る血 小 板 凝 集 抑制
血 管 が 保 持 して い る血 小板 凝 集 抑 制 活 性 を材 料 に賦 与 す る ため には 、 その
活 性 が 固定 化 可 能 な 性 質 の もの でな けれ ば な らな い 。細 胞 レベ ル にお い て は 、
そ の活 性 は 明 らか で あ るが 、細 胞 を そ の ま ま固 定 化(培養)す る こ とは 、調 製 、
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維 持 の 問 題 も あ っ て 、 現 時 点 で は 、 現 実 的 な 方 法 で は な い と考 え ら れ る 。 し
か し 、 細 胞 の 示 す 活 性 が 、 細 胞 下 の レベ ル にお い て も 保 梼 さ れ て い る と は 限
ら ず 、 ま た 、 そ れ が 実 際 的 な 場 に適 用 可 能 で あ る か も 明 ら か で な い の で 、 こ
こ で は 、 ま ず 、 準 細 胞 レベ ル に お け る血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 の 局 在 性 と 、 そ の
全 血 中 に お け る効 果 を 検 討 し た 。
実 験 方 法
〈血 液 試 料 調 製 法>
1容量 の3.8xクェ ン 酸 を 含 む プ ラ ス チ ッ ク ・シ リ ン ジ に9容 量 の 血 液 を 、23
G×1"の針 を 用 い て 、 家 兎 耳 粱 静 脈 よ り採 血 し た 。 こ れ を150×g、7分 の 遠 心
に か け て 、 多 血 小 板 血 漿(PRP)を調 製 し た 。 残 り の 血 液 を さ ら に2,300×9、
15分の 遠 心 に か け て 乏 血 小 板 血 漿(PPP)を調 製 し た 。PRPはPPPによ っ て お よ
そ4×105血小 板 ノμ 身の 濃 度 に な る よ う に調 整 し た 。
〈血 小 板 凝 集 及 び 遊 離 血 小 板 数 測 定 法 〉
血 小 板 凝 集(P.A.)は、3.8zクェ ン 酸 処 理 家 兎 多 血 小 板 血 漿250μQを 用 い 、
Born14)の方 法 に 従 っ て ア グ リゴ メ ー タ ー(Hus皿SystemPlateletAggrego-
meter、RIKADENKI)で測 定 し た 。 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性(1.P.A.)は、 試 料 を 添
加 し た 後 に 凝 集 を 惹 起 さ せ 、 そ の 最 大 凝 集 率 か ら 、 以 下 の 式 を 用 い て 計 算 し
た 。
・・P・A{$)・[P.A.(争)]C。血 。、 一[P.A.(そ)[P.A.(審)]鰾。ntlo1]samolex…
但 し 、[P.A.(鑑)]c。ntr。iは燐 酸 緩 衝 液 添 加 時 に お け る 凝 集 率 を 、[P.A.(幻】
camp、。は 試 料 添 加 時 に お け る凝 集 率 を 各 々 表 わ し て い る 。
コ ラ ー ゲ ン 懸 濁 液 は100mgのウ シ ア キ レ ス 腱 コ ラ ー ゲ ン を10mQの0.145K塩
化 ナ ト リ ウ ム と共 に4℃ で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、65×g、5分 間 遠 心 し た上 清 を 使
用 し た 。
遊 離 血 小 板 数(FPC)は、20μQの 血 液 試 料 を980μ身 のCD液 と 混 合 し た 後 に
150×g、7分 間 の 遠 心 に か け 、 そ の 上 清 の100倍希 釈 液 の 血 小 板 数 をPlatelet
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Counter(PL-100、東 亜 医用 電 子)で測 定 す るこ とに よ っ て求 め た 。
機械 的応 力 の 負荷 は 、0.75mQの3.lzクェ ン酸 処 理 家 兎 全 血 を37℃に保 持 し
たポ リス チ レン製 キ ュベ ッ ト(φ9.5×42mm)中で ス テ ン レス 製 の撹 拌 子(φ1
×8mm)を用 い て1000rpmで撹 拌 す る こ と に よっ て行 な っ た 。
〈血 管試 料 調 製法 〉
血 管 には 、 屠殺 場 よ り入 手 し た ウシ 大動 脈 の 、心 臓 か ら約30c皿まで の 部 分
を 使 用 した 。 この大 動 脈 か ら外膜 を除去 し たもの を 、液 体 窒素 に よ っ て凍 結
状 態 を保 ち な が らハ ンマ ー を もち いて破 砕 し、4倍量(w/v)のIOmM酸カ リウ
ム(以 下特 に断 わ らな い限 り全 て カ リウ ム塩)緩 衝 液(pH7.4)と共 にBiomixer
(日本精 機)に よ って 、 ホモ ジナ イ ズ し た 。 この ホ モ ジネ ー トを遠 心 分 離 法 に
よ って 、1,000×9、15分、10,000×g、15分、25,000Xg、30分、34,000×g、
1時間 、100,000×g、1時間 の フ ラ クシ ョン に分 け 、 その 血 小板 凝 集 抑 制 活 性
を 測 定 し た 。 ミ クロ ソ ー ム画 分 は 、蒸 留水 に懸 濁 し凍 結 乾 燥 を行 な っ て保 存
し た もの を使 用 し た。 ウ シ血 清 アル ブ ミ ンを標 準 と してLowryらユ5)の方 法 に
よ って 蛋 自量 の測 定 を行 な っ た結 果 、 この ミク ロ ソー ム画 分 に占め る蛋 白質
の 割 合 は57%であ っ た。
実 験 結 果
〈ウ シ大 動 脈 血 小板 凝 集 抑 制 活 性 の 細 胞 内 局在 性 〉
ウ シ大 動 脈 の ホ モ ジ ネ ー トは 、強 い血 小 板凝 集 活 性 を示 し た。 この ホ モ ジ
ネ ー トを遠 心 分 離法 に よっ て 、幾 っ か の 画 分 に分 離 した と こ ろ、34,000×9、
1時間 以 下 の 遠 心 に よ って沈 殿 す る全 ての 画分 に血 小 板 凝 集 活 性 が認 め ら れ
た 。 この 血 小 板 凝 集活 性 は 、34,000×g、35分の遠 心 に よ って も完全 に は沈
殿 せ ず 、34,000×g、1時間 の遠 心 に よ っ て完全 に沈 殿 した 。 ま た、100,000
×9、1時間 の 沈 殿(ミ クロ ソー ム画 分)に は 、顕 著 な血 小 板 凝 集 抑制 活 性 が 認
め られ た 。100,000×gの上 清 に は 、血 小 板 凝集 活 性 も血 小 板 凝集 抑 制 活 性 も




































〈大動 脈 ミ ク ロ ソー ム によ る血 小 板 凝 集 抑 制 〉
大 動 脈 ミ ク ロ ソー ム 画 分 を あ らか じめPRPに添 加 し てお く こ と によ り、
Figure1-1に示 した よ うに 、ADPによ っ て惹 起 され る血 小 板 凝 集 を濃 度 依 存
的 に抑 制 す る こ とが 可 能 で あ っ た 。 ま た大 動脈 ミ ク ロ ソー ム画 分 は、Figure
1-2に示 し た よ う に コ ラー ゲ ン、 トロ ン ビ ン によ る凝 集 、 あ る い はFigure1-
4に示 した よ う に ア ラキ ドン酸 に よ る凝 集 を も抑 制 す る こ とが 可 能 で あ っ た 。
次 に、 大 動 脈 ミ ク ロ ソー ム画 分 の 血 小 板 凝 集 抑制 活 性 が 、 よ り臨床 に近 い
実 際 的 な場 にお い て も発 現 可 能 か ど うか を確 認 す る為 に 、 多血 小 板 血 漿 の 代
わ り に全 血 を用 い 、血 液 ポ ンプ 等 血 液 に機 械 的応 力 が 負 荷 され た場 合 に惹 起
され るFPCの減 少 に対 して 、 この 大動 脈 ミ クロ ソー ム画 分 が 効 果 を発 揮 す る
か ど うか を 検 討 した 。
全 血 機械 的 応 力 負 荷 下 にお け る 、FPCの減 少 は、主 と して 傷害 を受 け た赤
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血 球 か ら放 出 され る1'に 起 因 す る血 小板 凝 集 を主 原 因 と して い ると考 え ら
れ る16)が、Figure1-3に示 した よ うに 大動 脈 壁 ミ クロ ソー ム画 分5mg!mlの
添 加 に よっ て 、最 初 は コ ン トロ ー ル 同様 のFPCの急 激 な 減 少が 観 察 され た も
の の 、応 力 負 荷 開 始1時 間 後 には コ ン トロ ー ルのFPCがSox弱まで減 少 す るのに




















前節 にお い て大 動 脈 が 、 細胞 下 の レベ ル にお い て も強 い血 小 板 凝集 抑 制 活
性 を有 す る こ とが 明 らか にな っ たが 、 それ が どの よ うな物 質 に よ る もの で あ
る か は明 らか でな く、 依 然 固定 化 可 能 で あ るか ど うか は 、不 明 で あ っ た 。 し
か し、 その 活 性 が 遠 心 分 離 に よ っ て沈 殿 す る こ とか ら、膜 結 合 性 の蛋 白質 か 、
膜 を構 成 す る脂 質 に よ るも ので あ る可 能 性 が 示唆 され た 。 も しそ れが 、 蛋 白















を 発 現 し得 る と考 え られ る。 そ こで 本 節 にお い て 、 こ の活 性 が 酵 素 の 働 き に
よ る もの で あ る可 能 性 を検 討 した 。
実 験 方 法
〈蛋 白定 量 法 〉
標 準物 質 と して ウ シ血 清 アル ブ ミ ン を用 い 、Bradfordl')の方 法 に よ っ て
行 な っ た。
〈ADP分解 活 性 測 定 法>
ADP分解 活 性 は2.0酣ADP、5.omx塩化 カ ル シ ウ ム を 含 むpH7.4の50mMトリ ス
塩 酸 緩 衝 液 中 、30℃ で 試 料 を 一 定 時 間 反 応 さ せ 、7.7鋸の トリ ク ロ ロ 酢 酸 で
反 応 を 停 止 さ せ た 後 、 遊 離 し た 無 機 燐 酸 の 量 をFiskeとSubbarow18)の方 法 に
よ っ て 定 量 す る こ と に よ っ て 測 定 し た 。
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〈PGIz産生 活 性 測 定 法 〉
ア ラ キ ド ン酸 を 基 質 と しtPGIZの産 生 は 、30μKア ラ キ ド ン酸(遊 離 酸)、
5.OmMトリプ トフ ァ ン 、2μKヘ モ グ ロ ビ ン を 含 むpH8.0の0.1Mトリス 塩 酸 緩 衝
液 中 、30℃ で 試 料 を10分 間 反 応 させ た後 に 、2容 量 の 氷 冷 し た ア セ トン を 添
加 し て 反 応 を 停 止 さ せ た 。 こ れ に2容 量 の 石 油 エ ー テ ル を 添 加 、 そ の 下 層(水
層)を 分 取 し 、pHを3.5～4に 調 整 し て か ら 、2容 量 の ク ロ ロ ホ ル ム に よ っ て 、
2回 抽 出 を 行 な っ た19)。こ の 抽 出 液 をN2気 流 に よ っ て 濃 縮 乾 固 し 、0.2x9-
anthryldiazomethane(ADAM)2°)の酢 酸 エ チ ル 溶 液 を 添 加 し 、 ダ ブ ル ・キ ャ.j
プ で 密 栓 し て1時 間 反 応 させ る こ と に よ っ て 、蛍 光 ラ ベ ル し た 。 こ の 蛍 光 ラ
ベ ル し た プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン は 、 同 様 に ラ ベ ル し た6-ketoPGFIaと共 に 薄 層
ク ロ マ トグ ラ フ ィー に よ っ て 展 開 し(酢 酸 エ チ ル:2,2,4一ト リ メ チ ル ペ ン タ
ン:酢 酸:水=100:50:20:100,V/v/v/v)19)、同 定 し た 。 ま た 、HPLCを用 い て
定 量 を 行 な っ た 。 まず 、SEP-PAKシリ カ ゲ ル ・カ ラ ム を 用 い て 、 不 純 物 を 除
去 し た 。 ジ ク ロ ロ メ タ ン 、 酢 酸 エ チ ル で 、 不 純 物 を 溶 出 させ た 後 に 、 ア セ ト
ニ ト リル:メ タ ノ ー ル 混 液(85:15,v/v)で、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン類 を 溶 出 さ せ
た 。 こ れ を 試 料 と し て 直 接HPLC(LC-6A、島 津 製 作 所)に イ ン ジ ェ'クシ ョ ン し
た 。 但 し カ ラ ム に はShimpackCLC-ODSを使 用 し 、 移 動 相 は ア セ トニ ト リル:
水 の 混 液(80:20,v/v)を、 流 速 は1漉/minで、 ま た 、 蛍 光 の 検 出 は 励 起 波 長
365nm、測 定 波 長412nmで行 な っ た 。 検 量 線 は 、 市 販 の6-ketoPGFIQを用 い て
作 成 し 、15ngから1μgの 範 囲 で 直 線 性(r=0.998)が得 ら れ た 。
〈15-hydroperoxyeicosatetraenoicacidの効 果>
15-hydroperoxyeicosatetraenoicacid(15-HPETE)はFunkら2Dの方 法 に よ っ
て 調 製 し た 。 試 料 と15-HPETEを室 温 で10分 間 イ ンキ ュ ベ ー トす る こ と に よ っ
て 、PGIZsynthetaseの阻 害 を 行 な っ た 後 に そ の 混 合 液 を 用 い て 、 血 小 板 凝
集 抑 制 活 性 を 測 定 し た 。
実 験 結 果
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大 動 脈 ミ クロ ソー ム 画 分 の血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 は 、100℃、5～7分の 熱 処












ADP分解 活 性 が 認 め られ た 。 ま た、 シ クロ オ キ シゲ ナ ーゼ の 補 酵 素 で あ るヘ
モ グ ロ ビ ンお よび トリプ トフ ァ ン を添 加 す る事 によ っ て 、 ア ラ キ ドン酸 を基
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質 と したPGIZの産 生が 認 め られ た 。 しか し 、ヘ モ グ ロ ビ ンお よび トリプ トフ ァ
ンを添 加 しな い場 合 にはP肛。の 産 生 は検 出 で きな か った 。 そ こで 、 これ らの
酵 素 活 性 が 血 小板 凝 集 抑制 に関 与 して い るか ど うか を知 る ため に、酵 素 阻 害
剤 を用 い た検 討 を行 な っ た。Figure1-4に示 し たよ うに 、PGIZsynthetase
の 特 異 的 阻 害 剤22)であ る15-HPETEで処 理 す る こ とに よ って 、 ミ ク ロ ソー ム
画 分 の アラ キ ドン酸 凝 集 抑 制 活 性 は阻 害 され 、凝 集 解 離 促 進現 象 は ほぼ 消 失
した 。 しか し 、ADP凝集 抑制 活 性 に は ほ とん ど影響 が 観 察 され な か っ た 。
第 四節 考 察 お よび 小 括
血 管 の保 持 す る血 小 板 凝集 抑 制 活 性 を 材 料 に賦与 す る ため には 、 その 活 性
が 固定 化 可 能 な もの で な けれ ばな らな い 。血 管 は 、PGI。を産 生 す る こ とが 知
られ て い る1°)が、PGIZは血 小 板 に結 合 して そ の活 性 を発 現 す る23)ので あ り、
そ れ故 、PGIZの固 定 化 に よ って血 小 板 凝 集 を抑 制 す る ため に は 、 まず 、 充分
な 血小 板 と材 料(PGIZの固定 化 され て い る)と の接 触 を前 提 しな けれ ば な らな
い 。 これ は 、材 料 と接 触 す る こ とに よ っ て起 こ り得 る血 小 板 の 活 性化 を 阻止
す る ため に は有 効 で あ る と考 え られ るが 、血 小 板 の活 性 化 は 、血 液 ポ ンプ に
よ る機械 的応 力な どの 物 理 的要 因 、 ポ ンプ に よ っ て破 壊 さ れ た血 球 か らの凝
集 惹 起物 質 の遊 離 、 あ る い は、材 料 の凝 固 系 活 性 化 に よっ て生 成 す る トロ ン
ビ ン によ る も のな ど 、材 料 と血 小 板 の直 接 的 な 相互 作 用 に は無 関 係 の要 因が 、
数 多 く考 え られ る 。 こ れ ら全 て の状 況 にお い て血 小 板 の活 性 化 を抑制 ・阻 止
す る ため に は 、現 実 の 血 管 が そ うで あ る よ う に、常 時 少量 のPGIZを放 出 す る
よ うな 材料 を考 え ね ば な らな い 。実 際 、 そ の よ うなPGIZ徐放 性 の ポ リマ ー も
考 案 され て は い る24)が、持続 性 や その 放 出 量 の 調節 にお い て多 くの問 題 点
を 残 して い る 。別 の解 決 法 と して は 、細 胞 を そ の ままの状 態 で 固定 化 す る(
培 養 す る)こ とが考 え られ るが 、現 時 点 で は まだ まだ実 用 的 で は な い 。
しか し、 徐 放性 に よ らな いで 、 しか も血 小 板 と材 料 の 直接 の接 触 を前提 と
しな いで 血 小 板 凝 集 を 抑 制 す る ため の 方 法 は 他 にも あ る 。そ れ は 、酵 素 的 な
方 法 に よ っ て 、血 小 板 凝 集 を抑 制 す る物 質 を 常 時産 生 す る こ と と、血 小 板 凝
集 惹 起 物 質 を分 解 して し ま うこ とで あ る 。前 者 の場 合 に は産 生 の ため の 基 質
の 供 給 が 、後 者 の 場 合 には 惹起 物 質 を特 定 す る こ とが 各 々問題 にな る 。 ま た 、
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そ れ 以 前 に 、現 在知 られ て い る酵 素 に よ っ て それが 可 能 で あ る か ど うか が 問
題 にな る 。 そ こで まず 、 既 に精 製 され て い る酵 素 か ら選 択 す る の で はな く、
優 れ た血 小 板 凝 集抑 制 活 性 を保 持 し、 それ が 酵 素 作用 に よる と考 え られ る血
管 を用 い て 、 それが 固 定 化可 能 で あ るか ど うか を検 討 した 。
その 結 果 、血 管 は細 胞 を破 壊 した後 に も 、血 小板 凝 集 を抑 制 す る活 性 が 保
持 され て い た 。そ の活 性 は可 溶 性 画 分 で はな く、100,000×gの遠 心 に よ っ て
沈 殿 す る もの で あ った こ とか ら、膜 結 合 蛋 白質 あ るい は膜 その もの の 働 きに
よ る もの で あ る可能 性 が示 唆 さ れ た 。 また 、 その活 性 が100℃の熱 処 理 に よ っ
て消 失 した こ とか ら、 酵素 によ る もの で あ る可 能 性が 高 い と考 え られ た 。実
際 この ミ ク ロ ソー ム画 分 には 、ADPを分 解 す る活 性 と、 トリプ トフ ァ ン、 ヘ
モ グ ロ ビ ン存 在 下 にア ラ キ ドン酸 を基 質 と してPGIzを産生 す る活 性 が 認 め ら
れ た 。i・分 解 活性 が 存 在 す る こ とは 、 この 活 性 に よ ってADP凝集 が 抑 制 さ れ
て い る可 能 性 を、 そ してPGIz産生 活 性 が 存 在 す る こ とは 、凝 集 抑 制 にPGIzが
関 与 して い る可能 性 を示 唆 して い る 。15-HPETEによ って ア ラキ ドン酸 凝 集 抑
制 活 性 が 明 らか に阻害 され たこ とか ら 、PGIzの産 生が 、 実 際 に起 きて い る可
能 性 が 示唆 され た 。シ クロ オ キ シゲ ナー ゼ の 補 酵素 を添 加 しな い場 合 に は 、
ア ラキ ドン酸 を基 質 と し たPGIZの産 生 は観 察 され な か っ たが 、 今 回用 い た定
量 法 に よ っ て測 定不 能 の微 量 の産 生 が 起 き て い る可能 性 は 充分 考 え られ る 。
いず れ に し て も、 これ らの結 果 か ら、 こめ 大 動 脈 ミ クロ ソー ム画 分 の 固定
化 に よ っ て材 料 に血 小 板凝 集 抑 制 活 性 を賦 与 で き る可 能性 が 示 唆 さ れ た。 そ
こ で次 章 にお いて は 、 それ を 実 際 に固 定 化 す る こ と に よ って そ の可 能 性 を検
討 した 。
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第 二 章 大 動 脈 ミ クロ ソー ム 固定 化 材 料 の 血 小 板 凝 集抑 制活 性
第 一 節 緒 言
大動 脈 ミ ク ロ ソー ム 画分 は 、強 い血 小 板 凝 集 抑 制活 性 を有 してお り、 また 、
この 画 分 には 、PGIz産生 能 お よび 、,i.分解 活 性 が含 有 され て い た 。PGIzの
産 生1°)および 、ADPの分 解11)は、血 管 内皮 細 胞 の 、生 体 内 に お け る血 小 板
活 性 化 抑 制 作 用 の主 要 な機 作 で あ る と考 え られ て お り、 したが っ て この 大動
脈 ミ クロ ソー ム画 分 の血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 は、 内皮 細 胞 の それ と類 似 の 酵 素
活 性 に由来 して い る と思 われ た 。 この 大 動 脈 ミク ロ ソー ム画 分 を材 料 へ 固 定
化 す る こ と に よっ て 、材 料 に実 際 の 血 管 に近 いや り方 で 抗 血 栓 性 を賦 与 で き
る と考 え られ たの で 、本 章 にお い てそ の 方 法 を検 討 し た 。
第 二 節 大動 脈 ミ ク ロ ソー ム 包括 固 定 化 材 料 の血 小 板 凝 集 抑 制 活性
人工 血 管 の 臨床 使 用 にお い て は 、 人 工 血 管 に血 漿 あ る いは フ ィブ リンを 注
入 し、 カ ル シ ウ ム あ る いは トロ ン ビ ンで プ レク ロ ッ テ ィ ング処 理 してか ら用
い る事 に よ っ て 、血 液 適 合 性 を高 め られ る事が 知 られ て い る25)。しか し、
フ ィブ リ ンその もの は 、積 極 的 な抗 凝 固活 性 を有 し てい るわ けで はな く、 そ
の 効 果 は あ く まで も人 工 材料 の生 体 に及 ぼ す影 響 を フ ィブ リ ンに よ って遮 蔽
す る とこ ろ に あ る と考 え られ る 。 しか し、 実 際の血 管 に お い て は 、既 に第 一
章 に お い て見 られ た よ う に積 極 的 な血 液 適 合性 獲得 の方 法 が 採 られ て い る 。
プ レク ロ ッ テ ィング に使 用 さ れ る フ ィブ リ ンは ま た、生 理 的 条 件 下 にお い て
ゲ ル化 させ る こ とが 可 能 で あ り、包 括 固定 化 の 担体 と して も使 用 し得 る 。 さ
らに ミ ク ロ ソー ム は 、 細 胞 内果 粒 と膜 断片 の集 合体 で あ り、充 分 ゲ ル 中 に保
持 し得 る と考 え られ る こ とか ら 、 これ を組 み合 わせ る こ とに よ って積 極 的 な
血 液 適 合 性 獲 得 能 を 人 工血 管 に賦 与 す る こ とが 可能 で あ る と考 え、 それ を検
証 す べ く検 討 を行 な っ た。
実 験 方 法
〈フ ィブ リン ・ゲ ル包 括 固定 化 法>
0.側グ ル コ ー ス 、2mMシス テイ ン、50mM塩化 カ ルシ ウ ム を含 む0.1Mクェ ン
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酸 緩 衝 液(pH7.0)に溶 解 し た5zフ ィブ リノ ー ゲ ン(プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン ・フ リー)
溶 液2.29mQにミ ク ロ ソ ー ム 懸 濁 液(6.96mg/mの2.17mQを混 和 し 、 こ れ に80NIH
units/醜の ウ シ ・ トロ ン ビ ン0.114mQを添 加 す る こ と に よ っ て ゲ ル 化 させ た 。
こ の フ ィブ リ ン ・ゲ ル を 圧 力 に よ っ て 膜 状 に 整 形 し た 。 蒸 留 水 中 で 、4時 間
洗 浄 し た 後 、 シ リ カ ゲ ル に よ っ て4℃ で 乾 燥 さ せ た も の を 使 用 し た 。
〈材 料 評 価 法 〉
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 の 評 価 は 第 一 章 、第 二 節 に お い て使 用 し た方 法 に よ っ
た 。但 し、ゲ ルが 光 透 過 率 の 測 定 を 妨害 した こ とか ら、 アグ リコメ ー タ ー に
よ る凝 集 の 測 定 もFPCの変 化 を 指 標 と して行 な っ た 。
実 験 結 果
Figure2-1に示 した よ う に、 フ ィブ リ ン ・ゲ ル 単 独 添 加 に よ って は 、ADP











ロ ソー ム を 包 括 固 定化 したゲ ル を添 加 し た場 合 には 、最 初FPCの減少 を示 し
た もの の 、2分 後 には90X近くまで の 回復 を 示 し、以 後 その レベ ル を維 持 して
い た 。
第 三 節 可 溶 化 大動 脈 ミ ク ロ ソー ム 固定 化 材 料 の血 小 板 凝 集抑 制活 性
前 節 にお い て 、 大動 脈 ミ クロ ソー ムが 、 フ ィブ リンへ の包 括 固定 化 に よ っ
て も、 そ の活 性 を保 持 し、凝集 を抑 制 し得 る こ とが 示 され た。 しか し、 人工
血 管 の場 合 に は その 材 質 が繊 維 性 の もの で あ る ため に包括 法 に よ る固定 化 も
可 能 で あ るが 、一 般 的 な 人工 臓 器 にお い て は平 滑 で 隙 間 のな い材 料 を使 用 す
る こ とが 多 く、 この 方 法 の適 用 は 困難 で あ る 。 ま た、 包括 法 で はな くて 、共
有 結合 法 に よ っ て直 接 材 料 に固定 化 した ほ うが 、機械 的 な強 度 の 面 か らみ て 、
よ り好 ま し い と考 え られ る 。 しか し 、前 節 にお い て述 べ た よ うな ミ クロ ソー
ムが 巨大 分 子 の 集 合 体 で あ る とい う特 徴 が 、逆 に共 有 結 合 法 の 適用 には不 利
に な る こ と は明 らか で あ った 。即 ち 、 た と え ミ クロ ソ ー ム と材 料 の 間 に共 有
結 合 が 形 成 され て も、 そ の数 が よ ほ ど多 数 で な い 限 り材 料 は ミ クロ ソー ム を
保 持 し得 な い と云 う訳 で あ る 。
そ こで 、 本 節 にお い て は 、大 動 脈 ミ クロ ソー ム画 分 をTritonX-100によ っ
て 可 溶 化 し、 これ を高 分 子 材 料 に共有 結 合 法 によ っ て直 接 固定 化 す る こ とを
試 み た 。こ こで は 、高 分 子 材料 の モ デ ル と して 、固 定 化 にお い て汎 用 され る
ア ガ ロ ー ス ・ビーズ を使 用 し たが 、 固定 化 法 はOH基を 有 す る材 料(例 えば 、
生 体 適合 性 の 良好 なpolyHEhA等)一般 に応 用 可 能 な 方 法 を使 用 した 。
実 験 方 法
〈固定 化 ミ ク ロ ソー マ ル ・プ ロ テ イ ン調 製 法>
1.臭化 シ ア ン活 性 化 法26):ミクロ ソ ー ム30mgを、10mQの0.5zTritonx-ioo
を含 むIOmM酸 緩 衝 液 と共 にホ モ ジ ナ イズ し、4℃で30分～2時 間放 置 した 。
こ れ に 、膨 潤 させ た100mgの臭 化 シア ン活 性 化 セ フ ァロー ス4Bを添 加 し、4℃
で 一晩 撹 拌 し た後 、エ タ ノ ール ア ミ ンで過 剰 の活 性 基 をブ ロ ッ ク し、0.5Mの
塩 化 ナ トリウム を含 む0.1H酢酸 緩 衝 液(pH4.0)と0.1M炭酸 水素 ナ トリウム(pH
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8.3)で交 互 に数 回 洗 浄 し 、0.145Hの塩 化 ナ ト リウ ム を 含 むIOmM酸 緩 衝 液
(pH7.4)中に 懸 濁 、 保 存 し た 。
2・カ ル ポ ジ イ ミ ド結 合 法:CM一セ フ ァ ロ ー スCL-6BO.5醜を10mQのO.1Mカル ポ
ジ イ ミ ド(pH4.5)中で30分 間 反 応 さ せ ゲ ル を 活 性 化 し た 後 、 蒸 留 水 で 洗 浄 し
た 。 ミ ク ロ ソ ー ム15mgを0.5zTritonX-100(pH5.5)iと共 に ホ モ ジ ナ イ ズ
し 、4℃ 、30分 放 置 し た 後 に活 性 化 ゲ ル を 添 加 し 、4℃ 、12時 間 反 応 さ せ た後
に 、1.と 同 様 に ブ ロ ッ ク ・洗 浄 ・保 存 操 作 を 行 な っ た 。
3.グル タ ル ア ル デ ヒ ド担 体 架 橋 法:DEAE一セ フ ァ ロ ー スCL-6BO.5祕を10mQの
loxグル タ ル ア ル デ ヒ ドを 含 む0.1雑燐 酸 緩 衝 液(pH8.0)中で4℃ 、20分 撹 拌 し
て 活 性 化 し た 後 、0.2M酸 緩 衝 液(pH8.0)で洗 浄 し た 。 こ の 活 性 化 ゲ ル を 用
い て 、0.5xTritonX-100を含 むIOmM酸 緩 衝 液(H7.4)中で 、2.と 同 様 に 固
定 化 を 行 な っ た 。
4.イオ ン結 合 法:DEAE一セ フ ァ ロ ー スCL-6Bを0.5xTritonX-100を含 むIOmM
燐 酸 緩 衝 液(pH7.4)で平 衡 化 し た 。15mgのミ ク ロ ソ ー ム を 同 じ 緩 衝 液 で 、 ホ
モ ジ ナ イ ズ し 、4℃ 、30分 放 置 し た 後 にゲ ル0.5槻を 添 加 し て 、4℃ 、2時 間 振
盪 し た 。 そ の 後 、 同 じ 緩 衝 液 に よ っ て 、 洗 浄 ・保 存 し た 。
〈そ の 他 の 固 定 化 材 料 調 製 法 〉
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 熱 処 理(100℃、7分)ミ ク ロ ソ ー ム 、 エ タ ノ ー ル ア ミ
ン 固 定 化 材 料 は 、 上 記1.の 方 法 に準 じ て 調 製 し た 。
〈蛋 白 質 測 定 法 〉
固 定 化 材 料 の 蛋 白質 含 量 は 、3Nの 塩 酸 中 、60℃ で3時 間 加 水 分 解 を 行 な っ
た 後 、 可 溶 化 さ れ た蛋 白質 をLowryら15)の方 法 に よ っ て 測 定 す る こ と に よ っ
て 決 定 し た 。
〈材 料 評 価 法 〉
血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 の 評 価 は 第 一 章 、 第 二 節 に お い て 使 用 し た方 法 に よ っ
た 。 対 照 に は エ タ ノ ー ル ア ミ ン 固 定 化 材 料(1-EA)を用 い た 。 但 し 、 ゲ ル が 光
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透 過 率 に影 響 を与 え たの で 、 ア グ リコ メ ー タ ー に よ る凝集 の測 定 時 に は 、
FPCの変 化 を も指 標 と し て行 な っ た 。15-HPETEによ る阻 害 実験 は 、第 一 章 、
第 三節 と同 様 に行 な っ た 。
〈1卍Pの安 定 性>
57皿9の1一麗Pあるい は遊 離 の ミ ク ロ ソー ム を0.145Mの塩 化 ナ トリウ ム を含 む
10mH燐酸緩 衝 液(pH7.4)中で 、37℃で 任 意 の 時 間 イ ンキ ュベ ー シ ョン し、'そ
の 後 活性 測 定 まで 、-80℃にお い て 保 存 し た 。血 小 板 凝 集 抑 制活 性 は 、ADP凝
集 に対 す る効 果 を指 標 と して測 定 し た 。
〈酵 素 活 性 測 定 法 〉
第 一章 、第 三 節 と同 様 に行 な っ た 。但 し、反 応 はマ グ ネ チ ック ・スタ ー ラ ー











































実 験 結 果
臭 化 シ ア ン活 性 化 法 に よ って調 製 した 固定 化 ミ ク ロ ソー マ ル ・プ ロ テ イ ン
(1-MP)は、1mgの担 体 当 た り、25μgの蛋 白質 が 結 合 して い た こ とか ら、 使 用
した蛋 白質 の17xが固 定 化 され た と考 え られ る。
Figure2-2に示 した よ うに、1-MPは、ADP、ア ラ キ ドン酸 、 コ ラー ゲ ン 、
トロ ンビ ン に よ って惹 起 され る血 小 板 凝 集 を抑制 す る事 が 可 能 で あ っ た 。 光
透 過 率 の 代 わ りにFPCを指標 と し た場 合 に も 、明 らか にFPCの減 少 は軽 減 さ れ 、
血 小 板 凝集 が 抑 制 され てい る こ とが 示 唆 され た 。 ま た 、加P、 ア ラ キ ドン酸
凝 集 にお い て は 、1-MPは凝 集解 離 を促 進 した(Figure2-2)。これ らの効 果 は、
ウ シ血 清 ア ルブ ミ ン固定 化 、エ タ ノー ル ア ミ ン固定 化 、 あ る い は 、熱処 理 に
よ って失 活 させ たミ ク ロ ソー ムの 可 溶 化 ・固定 化 材 料 にお い て は観 察 され な
か っ た。従 っ て、1-MPにお い て も 、 ミ ク ロ ソー ム 本 来 の活 性 に よっ て血 小 板
凝 集 の抑 制 が お こな われ て い る と考 え られ る 。 また 、Figure2-3に示 し た よ
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う に、全 血 機 械 的応 力 負 荷 下 にお け るFPCの減少 に対 す る効果 も ミク ロ ソー
ム と同様 、 そ れ を顕 著 に軽減 す る こ とが 可 能 で あ っ た 。Figure2-4に示 し た
よ う に、ADP凝集 に対 す る抑 制 効 果 は 、1-MPにお い て も ミ クロ ソー ム同 様 濃
度 依 存 的 で あ っ た 。 ま た、Figure2-5に示 した よ う に、37℃にお い て遊 離 の
ミ クロ ソー ムが 約72時間後 に は活 性 が 半減 す るの に対 し、1-MPの活 性低 下 は
lox以下 で あ り、固 定 化 によ っ て安 定 性 が 増 大す る こ とが 示 唆 され た 。
























架 橋 法 によ って共 有 結 合 を行 な っ た場 合 に も、 またイ オ ン結 合 法 に よ っ て固
定 化 した場 合 にも 、1卍Pとほ ぼ 同 じADP凝集抑 制 活 牲 が 保 持 さ れ てお り、 様
々 な 材料 に 固定 化 で きる可 能性 の あ る こ とが 示 唆 され た(Table2-1)。
1-MPにお い て も ミ クロ ソー ム 同様 、PGI。産 生能 、及 びADP分解 活性 が 観 察
され(Table2-2)、これ らの 酵素 が 活 性 を 保持 してい る こ とが 示唆 され た 。
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      Table 2-1 Inhibition of ADP-induced platelet aggregation 
            by various immobilized microsomal proteins 
             Immobilization  X inhibition of 
              methods platelet  aggregation*  
            covalent 
           cyanogen bromide 48.8 
         carbozyimide 47.3
          glutaraldehyde 47.9
       ion-binding 51.0 
 ' , immobilized materials (75  mg/W) was added to 
          PRP  (250p  2) and incubated for 3  min prior to
          the addition of ADP  (10-6M). 
         Table 2-2 PGI2 productionand ADP hydrolysis of 
                immobilized microsomal proteins. 
               Items Activity (per mg gel)  
          PGI2 production 4.05  pmoles/l0min 
          ADP hydrolysis 1.21 nmoles/min 
    Table 2-3 Effect of 15-HPETE on anti-aggregatory activity of 
                immobilized microsomal proteins 
                      % inhibition of platelet aggregation 
  Treatment  ADP arachidonic collagen 
 (5)A) acid (0.5mM)  
 I-bovine serum albumin 0 0 0 
I-MP 43.4 47.3 100 































また 、ア ラキ ドン酸 凝 集 に対 す る抑 制 効 果 は 、PGIzsynthetaseの特異 的 阻
害 剤 で あ る15-HPETEによ って80%以上 の 阻害 を受 け た(Talbe2-3)。しか し、
1'　凝集 の 抑 制 活 性 に対 す る阻害 効 果 は 、20z程度 で あ り、 コ ラ ーゲ ン凝 集 抑
制 活 性 に対 して は 、殆 ど阻 害 効 果 が な か っ た 。これ らの こ とか ら、1卍Pにお
い て も ミ クロ ソー ム 同様 複 数 の 酵 素 に よ って 血小 板 凝 集 抑 制活 性が 担 わ れ て
い る可 能 性 が 示 唆 され た。
第 四節 考 察 お よび 小 括
人 工血 管 は 、 そ の性 質 上 半永 久 的 な使 用 を 目的 とす る こ と、 お よび そ の機
能 が 単 純 で あ る ため に多少 の 血 栓 形 成 は無 視 し得 る こ とか ら、 現在 用 い られ
て い る他 の 臓 器 と は異 な り、一 旦 血 栓 を形 成 させ る こ とに よ って 血液 適 合 性
を高 め る方 法 が 採 られ てい る 。プ レク ロ ッ テ ィ ング処 理 も そ う し た目的 の た
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め に行 な わ れ る25)ので あ るが 、 直 径4mm以下 の小 口径 人 工 血 管 にお い て は 、
血 栓 形成 に よ る適合 性 獲 得 法 は成 功 してお らず 、他 の臓 器 同様 の血 栓 を形 成
させ な い た め の アプ ロ ー チ の ほ うが 有 効 で はな い か と考 え られ て い る 。 そ の
可 否 は とも か くと して 、実 際 の 血 管 にお い て は 内皮 細 胞 に よ っ て積 極 的 に血
栓 形 成 の 阻 害 が 行 な わ れ て い る と考 え られ る こ とか ら、 まず既 存 の 臨床 に使
用 され る人 工 血 管 に そ う した積 極 的 な 抗血 栓 性 を賦 与 す る ため の 検 討 を 行 な っ
た 。 その 結 果 、第 二 節 にお いて 示 し た よ う に、 フ ィブ リ ンゲ ル へ の ミ クロ ソー
ム 固定 化 に よ っ て 、顕 著 な 血小 板 凝集 抑 制 活 性 を材 料 に賦 与 し得 る こ とが 示
され た 。 こ の固 定 化 が 包 括 法 に よ る もの で あ る こ とか ら、 ミ ク ロ ソー ム の 血
小 板 凝 集抑 制 活 性 は ミ クロ ー ム と血 小 板 の 直接 の 相 互 作 用 で は な い と思 わ れ 、
この こ とは 、 ミ ク ロ ソー ム の効 果 が 酵 素 に よ る もの で あ る可 能 性 を 支持 す る
と考 え られ 、材 料 と血 小板 が 接 触 しな い場 合 の血 小 板 凝集 に対 して も効 果 の
あ る可能 性 が 示唆 され る。
人工 血 管 以 外 の臓 器 に使 用 され る材 料 は 、密 な構 造 を持 っ た もの で あ り、
こ の よ うな 場 合 に は包 括 法 に よ る固 定 化 は 、包 括 材 料 をベ ー ス の材 料 上 に コー
テ ィ ング す る こ とに よ っ て行 な う こ と にな る 。生 体 適 合 性 の良 好 な 材料 を コー
テ ィ ング す る こ とに よ っ て材 料 の 適合 性 を 高 め よ う とす る試 み も数 多 く行 な
わ れ て い る27)。しか し、 こ の よ うな場 合 、特 にコ ー テ ィ ング 材 料が ゼ ラ チ
ンや フ ィブ リ ンの よ うにベ ー ス 材 料 との 聞 に相 互 作 用 を持 たな い場 合 に は 、
ベ ー ス とな る材 料 とコー テ ィ ング 材料 の接 着 の 強 さが 問 題 とな り、 単 に コー
テ ィング を 施 した だ けで は 、剥 離 して し ま う可 能 性 が 強 い 。 これ は特 に人 工
心 臓 の よ う に激 しい運 動 に対 す る機械 的強 度 が 要 求 され る臓 器 にお い て は 重
要 な問 題 で あ る 。 したが って 、 人 工血 管 以 外 の人 工 臓 器 用 材 料 と して 固 定 化
材 料 を使用 す る場 合 に は、 包括 法 で は な くて 、共 有 結 合 法 に よ ってベ ー ス 材
料 表 面 に直 接 固 定 化 す る こ とが 望 ま しい と考 え られ る 。
第 三 節 にお い て、 そ の 可能 性 を検 討 した とこ ろ、TritonX-100によっ て 可
溶 化 し た ミ ク ロ ソー ム を 固定 化 す るこ とで 、 それ が 可 能 で あ る こ とが 明 らか
にな っ た。 予 備 的 な検 討 にお い て ミ ク ロ ソー ムを 可 溶 化 せ ず に固定 化 す る こ
と も試 み た が 、活性 は 保持 され て い た もの の 、明 らか に ミ クロ ソー ム と思 わ
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れ る固 ま りが ビー ズ に付 着 してお り 、血 流 や激 しい機 械 的 応 力 に晒 され た場
合 に それ が 材 料上 に保 持 され る こ と は困難 で あ る と考 え られ た 。
デ ー タ には 示 さな か っ たが 、 可 溶 化 ミ ク ロ ソー ムの100,000×g、1時間 の
上 清 を固定 化 した場 合 に も1-hPと同 様 の活 性が 認 め られ た こ とか ら、1-MPの
効 果 は 明 らか に可 溶 化 され た物 質 に よ る もの で あ る と考 え られ た 。 これ は お
そ ら く蛋 白性 の分 子 で あ る と思 わ れ るが 、 そ の よ うな ミ クロ ソー ム に比 べ て
極 端 に低 い分 子 量 の 物 質 で あ る な ら共 有 結 合 法 に よ って 充分 に材 料表 面 に保
持 し得 る と考 え られ る 。 この蛋 白性 の因 子 にっ い て の詳 細 な 検 討 は次 章 に ゆ
ず るが 、1-MFがミ ク ロ ソー ム同 様 、 い くっ かの酵 素 活 性 を保 持 して い た こ と、
ま た15-HPETEによ っ て、血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 の あ る もの にっ い ては 阻害 され
た こ とか ら、1一胛 の 効 果 は ミ ク ロ ソー ム と同 じ酵 素 の働 きに よ る もの で あ り、
こ れ らの 結 果 は、材 料 に積 極 的 な 機 能 を賦 与 す る こ とに よ って 、優 れ た抗 血
栓 性 材 料 の 構 築 が 可 能 で あ る こ とを示 唆 し てい る。
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第 一節 緒 言
大動 脈 ミ ク ロ ソー ム画 分 の有 す る血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 が 固 定 化 可 能 で あ り、
ま た材 料 に抗 血 栓 性 を 賦与 す る上 にお い て有 効 で あ る こ とが 、前 章 まで の 検
討 にお い て 明 らか にな った 。 さ らに 、 この 血 小 板凝 集 抑 制 活 性 が 、 そ の 一部
はP肛2synthetaseの阻害 剤 に よ っ て阻 害 され る こ と、 ま た、1-MPがPGIz産
生 能 、お よび 凸DP分解 活 性 を保 持 し て い る こ とか ら、 この 二 っ の 酵 素 活 性 に
よ っ て ミ ク ロ ソー ムが 、あ るい は1-MPが、血 小 板 凝 集 抑 制 を 発 現 して い る可
能 性 が 示 唆 され た 。 しか し、ADP分解 活 性 にっ いて は 、 そ の特 異 的 な 阻害 剤
が 知 られ て い な い の で凝 集 抑 制 に寄 与 し て い る こ とを示 し得 てお らず 、 また
これ ら以 外 に も凝 集 抑 制 に寄 与 す る酵 素 あ るい は それ 以 外 の 要 素 の存 在 す る
可 能 性 も否 定 で きな い 。
材 料 に固 定 化 で き る分子 の量 は 限 られ てお り、 ま た、 副作 用 を避 け る ため
に も、 出 来 る限 り精 製 した標 品 を用 い る事 が 望 ま し く、 そ の意 味か ら もミ ク
ロ ソー ム の血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 担 う因 子 にっ い て充 分 な解 析 を行 な うこ と
が 必 要 で あ る と思 われ る 。
そ こで 、本 章 にお い ては 、 大動 脈 ミ ク ロ ソー ム画 分 の 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性
にっ いて の 解 析 を行 な い 、 さ らに精 製 酵 素 標 品 に よ る材 料 へ の 血小 板 凝 集 抑
制 活 性 の賦 与 にっ い て検 討 した 。
第 二 節 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 の 可 溶 化
まず 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 のTritonX-100によ る可 溶 化 にっ い て検 討 し た 。
実 験 方 法
10m9ノ槻 の ミ クロ ソ ー ム を任 意 の 濃 度 のTritonX-100を含 む10mH燐酸 緩 衝
液(pH7.4)中で4℃ 、1時 間撹 拌 し た後 、100,000Xg、1.5時間の 遠 心 を行 な い 、
その 上 清 を取 り、 これ に膨 潤 し た0.5gのBio-BeadsSM-2(Bio-Rad)28)を添 加
し て4℃、2時 間 撹 拌 し、TritonX-100を除去 した 。 この 上 清 を 試料 と して 、
血 小 板凝 集 抑 制活 性 の測 定 を行 な っ た 。
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実 験 結 果
膜 可溶 化 サ ンプ ル の 血 小 板凝 集 抑制 活 性 の測 定 にお いて は 、界 面 活 性 剤 の
血 小 板 に及 ぼ す影 響 が 問 題 にな る 。Bio-BeadsSH-2で処理 す る こ とに よ って 、


















Table3-1に示 し た よ う に ミ ク ロ ソ ー ム の 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 は
、 ア ラ キ
ド ン 酸 凝 集 抑 制 、ADP凝集 抑 制 活 性 共 に 、0.甥TritonX-100によ っ て は 殆 ど
可 溶 化 さ れ ず 、0.5xTritonX-100によ っ て 可 溶 化 さ れ た 。 活 性 収 率 はADP凝
集 抑 制 活 性 が81.sx、ア ラ キ ド ン酸 凝 集 抑 制 活 性 が61.瑞で あ っ た 。Triton
X-100の濃 度 を 上 げ て も収 率 は 、 上 昇 し な か っ た 。 以 下 の 検 討 にお い て は 、
0.硯TritonX-100可溶 化 画 分 を 使 用 し た 。
第 三節 血 小 板 凝 集抑 制活 性 の分 離
可 溶 化 ミ ク ロ ソー ム はADP、ア ラキ ドン酸 凝集 を共 に抑 制 可 能 で あ っ たが 、
前 章 まで の 検 討 にお い て 、 この 二 っ の凝 集 に対 す る抑 制活 性 は各 々別 の 酵 素
に由 来 す る と考 え られ た 。そ こで 、本 節 にお い て、 この血 小 板 凝 集 抑 制 活 性
が 、二 つ の酵 素 に 由来 す る もの で あ るこ とを検 証 す る ため に 、 カラ ム ・ク ロ
マ トグ ラ フ ィー を用 い てそ の分 離 を試 み た 。
実 験 方 法
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0.lzTritonX-100を含 むIOmM燐酸 緩 衝 液(pH7.4)で平 衡 化 し たDEAEセフ ァ
ロ ー スCL-6Bカラ ム(φ2.7×11cm)に40認/hrの流 速 で30mQ(ミク ロ ソ ー ム300
mg)の可 溶 化 上 清 を 添 加 し 、 同 じ緩 衝 液 で 洗 浄 し た 。 蛋 白 質 の 溶 出 が 観 察 さ
れ な くな っ た 後 、 同 じ 緩 衝 液 を 用 い て0～0.5Hの塩 化 ナ ト リウ ム の 濃 度 勾 配
(200mのに よ っ て 血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 溶 出 させ た 。 分 画 は8醜 ず っ 行 な い 、
蛋 白量 、ADP分解 活 性 の 測 定 は 第 一 章 、 第 三 節 の 方 法 に 準 じ て 行 な っ た 。 血
小 板 凝 集 抑 制 活 性 の 測 定 は 、 各 分 画 を0.端TritonX-100を含 むIOmM酸 緩
衝 液(pH7.4)で透 析 しt後 にBio-BeadsSM-2によ っ て 界 面 活 性 剤 を 除 去 し て
か ら行 な っ た 。
実 験 結 果
0.lzTritonX-100存在 下DEAEセフ ァ ロ ー スCL6Bを用 い て 、 可 溶 化 ミ ク ロ














































ル に吸着 され 、0～0.5Mの塩 化 ナ トリウ ム に よ る濃 度 勾 配 に よ って 、2っの 活
性 ピー ク に分 離 され た 。1っは主 と してADP凝集 を抑 制 す る画 分 で あ り、ADP
分 解 活 性 の ピ ー ク と完 全 に一致 して い た 。 この 活 性 は15-HPETEによ って 阻 害
さ れ なか っ た 。 も う1っ は主 と して ア ラキ ドン酸 凝集 を抑 制 す る画分 で あ り、
匍P凝 集 に対 して も弱 い抑 制 活 性 を有 して い た 。 この活 性 は 、15-HPETEによ っ
て完 全 に阻 害 され た。 さ らに塩 化 ナ トリウ ムの濃 度 を上 昇 させ て も(～ZM)、
これ 以 上 の 血 小板 凝 集 抑 制 活 性 及 びADP分解 活性 の溶 出 は 、観察 されな か っ
た 。
第 四 節 大動 脈ADP分解 活 性 の性 質
PGIzsynthetaseにっ い ては 、 既 に精 製 に関す る報 告 が 為 さ れ て い るが 、
的P分 解 活 性 を担 う酵 素 に関 して は精 製 は され てお らず 、 それ が どの よ うな
性 質 を有 す る もの で あ るの か は不 明 で あ る 。 しか し、Bornら29)も報 告 して
い る よ うに 、特tこ小 口径 血 管 にお い て は、 血 小板 凝 集 は主 と してADPによ っ
て惹 起 され る と考 え られ る こ と、 さ ら にコ ラーゲ ン凝 集 や エ ピネ フ リ ン凝 集
にお い て は 、血小 板 か ら放 出 され るADPが重 要 な役 割 を は た して い る と考 え
られ る3のこ とか ら、1'を 分解 す る酵素 を 固定 化 す る こ と によ っ て効率 的 な
血 小 板 凝 集 抑 制能 を材 料 に賦 与 し得 る と考 え られ る 。
そ こで本 節 にお い て は 、 この 大動 脈 のADP分解 活 性 を担 う酵 素 にっ い て更
に精 製 を行 な い 、 その 特 徴 の検 討 を行 な っ た 。
実 験 方 法
〈,i.分解 酵 素 の精 製>
0.ixTritonX-100を含 むIOmMトリス ・マ レー ト緩 衝液(pH5.5)で平 衡 化 し
たBlue-Dextran固定化 セ フ ァロ ー ス4Bカラ ム(φ2.7×IOcm)に40mQ/hrの流 速
で40mQ(蛋白38mg)の平 衡化 緩 衝 液 で 透 析 しDEAFク ロ マ トグ ラ フ ィー分 離 試
料 を添 加 し、 同 じ緩衝 液 で洗 浄 した 。蛋 自質 の溶 出が 観 察 され な くな っ た後 、
同 じ緩 衝 液 を用 い て0～1.OMの塩 化 ナ トリウム の濃 度 勾 配(200醜)によ っ て
裙DP分解 活 性 を溶 出 させ た。分 画 は8漉ず っ 行 な い 、蛋 白質 はLowryら15)の方
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法 に よ っ て 定 量 し た 。
〈酵 素 活 性 測 定 法>
5.OmHの基 質 、5.OmM塩化 カ ル シ ウ ム を 含 むpH8.0の50mMトリ ス 塩 酸 緩 衝 液
中 、30℃ で 試 料 を 一・定 時 間 反 応 さ せ 、7.7醜の ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で 反 応 を 停 止
さ せ た 後 、 遊 離 の 無 機 燐 酸 量 をFiskeとSubbarowls)の方 法 に よ っ て 定 量 し た 。
こ の 条 件 下 で1分 間 に1μmo1のP.を遊 離 さ せ る 酵 素 量 を1unitと 定 義 し た 。
〈電 気 泳 動 法>
TritonX-100ポリ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 は 、8xの ゲ ル と0.lxの
TritonX-100を用 い てHoekとZai131'の方 法 に し た が っ て 行 な っ た 。 蛋 白 質
の 染 色 は ク ー マ シ ー ・ブ ル ー を 用 い てFairbanksら32)の方 法 で 、 ま た ア デ ノ
シ ン ・ヌ ク レオ チ ド分 解 活 性 の 染 色 はPilcherとSCQtt33)の方 法 で 行 な っ た 。
ゲ ル か ら の 蛋 白 質 の 抽 出 は 、 ゲ ル ・ス ラ イ サ ー で 切 断 し た 小 片 を1醜 の0.lx
TritonX-100を含 むpH8.0のトリ ス 塩 酸 緩 衝 液 と共 に4℃ で ホ モ ジ ナ イ ズ し 、
10,000×g、30分の 遠 心 を す る こ と に よ っ て 行 な っ た 。
実 験 結 果
〈船P分 解 酵 素 の 精 製>
DEAEセフ ァ ロ ー スCL6Bによ っ て 分 離 さ れ たADP分解 活 性 画 分 を プ ー ル し て 、
さ ら にBlue-Dextran固定 化 セ フ ァ ロ ー ス4Bに よ る 精 製 を 行 な っ た(Figure3-
2)。ADP分解 活 性 は 完 全 に ゲ ル に 吸 着 さ れ 、0～1.Oh塩化 ナ ト リウ ム に よ る濃
度 勾 配 に よ っ て 、 塩 濃 度 約0.5～0.7Hの位 置 に 溶 出 さ れ た 。 さ ら に塩 濃 度 を
あ げ て も さ ら な る 活 性 の 溶 出 は 観 察 さ れ な か っ た 。 ピ ー ク ・フ ラ ク シ ョ ン
(47)の比 活 性 は4units/mgproteinであ っ た 。 ま た こ の 画 分 をTritonX-
100ポリ ア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 に か け た と こ ろ 、蛋 白 は1本 の メ ジ ャ ー
・バ ン ドと 数 本 の マ イ ナ ー ・バ ン ドが 染 色 さ れ 、ADP分解 活 性 お よびATP分 解
活 性 染 色 バ ン ドは 共 に 、 こ の メ ジ ャ ー ・バ ン ドと 同 じ 位 置 に泳 動 さ れ て い た 。
こ の こ と か ら 、 こ のADP分解 酵 素 が 、ATP分解 活 性 を も有 し て い る こ とが 示 唆

































精 製 の 結 果 をTable3-2にま と め た 。
〈1'分 解 酵 素 の 特 徴 〉
精 製 さ れ たADP分解 酵 素 を 合 わ せ て(32units/皿gprotein)、そ の 特 徴 を 検
討 し た 。 こ の1'分 解 酵 素 はCa++依存 性 が あ り 、 そ の 至 適 濃 度 は2.5mH(t・)、
3.5衄(ATP)であ っ た(Figure3-3)。ま たADP分解 活 性 、ATP分解 活 性 と も に
1.OmHEDTAの添 加 に よ っ て 完 全 に 阻 害 さ れ た 。 両 活 性 に対 す る 至 適pHは8で
あ っ た(Figure3-4)。ア デ ニ レー ト ・キ ナ ー ゼ の 特 異 的 阻 害 剤34)であ る
P1,P5-di(adenosine-5')pentaphosphate(ApsA)は0.5衄の 濃 度 に お い て も こ
の 活 性 を 阻 害 し な か っ た 。Table3-3に示 し た よ う にAMP、pyrophosphate、
P-nitro-phenylphosphate、β一glycero抽osphateに対 す る活 性 は 存 在 し な か っ
た が 、 ヌ ク レオ シ ド ・ジ お よ び ト リ燐 酸 を 分 解 す る こ とが 明 らか に な っ た 。
31
このプ ー ル され た画 分 をTritonX-100ポリア ク リル ア ミ ド電 気泳 動 にか け
た の ち、 ゲ ル を切 断 し て、各 小 片 の活 性 を測 定 した と こ ろ、ADP分解 活 性 と
ATP分解 活 性 は同 一 の 画 分 に泳 動 され てお り、そ の活 性比 は 、1:1であ っ た
(Figure3-5)。この ピー ク ・フ ラ ク シ ョンか ら蛋 白を抽 出 し、再 度 泳 動 をお
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Figure 3-3 Influence of  Ga24' concentration on the activity of  ADPase(•) 
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本 節 にお い て は、ADP分解 酵 素 を 固定 化 す る こ とに よ る材 料 へ の 抗血 栓 性
賦 与 にっ い て検 討 し た 。固 定 化 、 特 に平 滑 な構 造 を有 す るチ ュ ー ブ 内 面 へ の
固 定 化 にお い て は、 大 量 の 酵 素 標 品が 必 要 に な るが 、大 動 脈ADP分解 酵 素 の
大 量 精 製 法 が 確 立 され てい な い こ とか ら、 こ こ で はADP分解 酵 素 の モ デ ル と
して 、大 動 脈1'分 解 酵 素 同 様ATPをも分 解 す る ジ ャガ イモ 由来 の 酵 素 ア ピ ラー
ゼ(E.C.3.6.1.5)を用 い て検 討 を 行 な っ た 。
実 験 方 法
〈酵 素 活 性 測 定 法>
2.OmKの基 質 、5.OmH塩化 カ ル シ ウ ム を 含 むpH6.8の50mMトリ ス 塩 酸 緩 衝 液
中 、30℃ で 試 料 を 一 定 時 間 反 応 さ せ 、7.7翩の トリ ク ロ ロ 酢 酸 で 反 応 を 停 止
さ せ た 後 、 遊 離 の 無 機 燐 酸 量 をFiskeとSubbarow18)の方 法 に よ っ て 定 量 し た 。
こ の 条 件 下 で1分 間 に1μ 皿olのPiを遊 離 さ せ る 酵 素 量 を1unitと 定 義 し た 。
34
ナ イ ロ ン ・チ ュ ー ブ 固 定 化 ア ピ ラ ー ゼ の み は 、 チ ュ ー ブ 中 に反 応 溶 液 を7
mQ/minで循 環 させ た の ち 、 遊 離 の 無 機 燐 酸 量 を 定 量 し た 。
〈酵 素 調 製 法 〉
市 販 の ジ ャ ガ イ モ よ りTraverso-Coriら35)の方 法 に よ っ て 抽 出 、 精 製 を 行
な っ た 。
〈酵 素 固 定 化 法 〉
セ フ ァ ロ ー ス4B、 エ チ レ ン ビ ニ ル ア ル コ ー ル 共 重 合 体(EVQH)への 固 定 化 は 、
Axenら26)の方 法 に よ っ て 、 担 体rooms当た り75unitsのア ピ ラ ー ゼ を 使 用 し
て 行 な っ た 。 ナ イ ロ ン ・チ ュ ー ブ(sh2mm)への 固 定 化 は 、InmanとHornby36)
の 方 法 に よ っ て 行 な っ た 。
〈機 械 的 応 力 負 荷 下 に お け るFPC減少 測 定 法 〉
第 一 章 、 第 二 節 の 方 法 に よ っ て 行 な っ た 。
〈Invitro血液 循 環 系>
Figure3-6に図 示 し た よ う な 、 ペ リ ス タ ー ポ ン プ と シ リ コ ン あ る い は ナ イ
ロ ン ・チ ュ ー ブ か ら な る 単 純 な 構 成 と し 、 必 要 に応 じ てEVOHビー ズ を 充 填 し
た シ リ コ ン ・カ ラ ム を 全 体 の 長 さ を 変 化 さ せ な い よ う に 接 続 し た 。 ペ リ ス タ ー
ポ ンプ はTAITEC120typeを使 用 し た 。 こ の 系 に お い て は血 液 と 空 気 の 接 触 は
避 け 得 な い が 、短 時 間 の 実 験 で は特 に 問 題 は 起 こ ら な か っ た 。
血 小 板 挙 動 の 解 析 は 、FPCを測 定 す る こ と に よ っ て 行 な っ た 。
〈 トロ ン ビ ン活 性 測 定 法>
3.lxクェ ン酸 処 理PRPあ る い はPPPO.4祕に25mM塩化 カ ル シ ウ ム0.4醜を 添
加 し 、 同 時 に37℃ 、1000rpmで機 械 的 応 力 を 負 荷 し 、 経 時 的 に0.1槻ず っ 採 取
し て 試 料 と し た 。0.1mMBoc-Val-Pro-Arg-ACA溶液1槻 に こ れ を 添 加 し 、37℃ 、











nm、測 定 波 長460nmで、 蛍 光 測 定 しAMCの遊 離 量 を 求 め た37)。
実 験 結 果
最 終 的 に セ フ ァデ ッ ク スG-100のゲ ル 濾 過 に よ っ て 、 最 高700units/mg
proteinの標 品 を 得 た 。 こ の ア ピ ラ ー ゼ は 、ATPase/ADPase比が0.45であ っ た 。
こ の 標 品 を 用 い て ・ 種 々 の 材 料 へ の 固 定 化 を 試 み た と こ ろ
、Table3-4にま


















ア ピ ラー ゼ 固 定化 材 料 を用 い て 、 その 機 械 的応 力負 荷 下 にお け るFPCの減
少 に対 す る効 果 を検 討 し たの が 、Fgure3-7であ る。1覗Pの場 合 とは異 な り、
応 力 負荷 直 後 にお い て も明 らか にFPCの減 少 を抑制 して い た 。 この 差 異 は 、






















次 に よ り実 際 的 な系 と して ア ピ ラー ゼ 固 定 化材 料 を 回路 の 一 部 に組 み 込 ん
だinvitroの血 液 循 環 回路 を作 成 し 、ポ ンプ に よる血 液 循 環 を 行 な い、 そ こ
で 受 け る血 小 板 の 変 化 をFPCを指 標 と し て検 討 した 。
こ の系 にお いて も、FPCの急 激 な 減 少 が 観 察 され たが 、 このFPCの減 少 は 、
EDTAを添 加 し て血 小 板 凝 集 を 阻害 し て も 、完 全 には 阻止 され な か っ た。血 液
循 環 後 の チ ュー ブ 内面 を位相 差 顕 微 鏡 で観 察 す る と多数 の 血 小 板 の粘 着 が 観
察 され た こ とか ら、 この 系 のFPC減少 に は血 小 板 凝集 だ けで な く、血小 板 粘
着 の寄 与 が 大 きい こ とが 示 唆 さ れ た 。



















ブ を組 み込 む こ とに よ っ て 、FPCの減少 は 明 らか に抑 制 され た 。 この 効果 は
ア ピラ ーゼ 固 定化EVOHを用 い た場 合 に も同様 で あ っ た 。
血 小 板 は活 性化 され る こ と に よ って 、血 小 板 第3因 子 を放 出 し、 トロ ン ビ














て この トロ ン ビ ンの活 性 化 を抑 制 す る こ とを試 み た 。方 法 に示 した よ うに し
て 、 こ こで は 遊離 状 の ア ピ ラー ゼ をあ らか じめ添 加 してお く こ とに よ っ て 、
その 効果 を 検 討 した 。 その 結 果 、Figure3-8に示 し た よ う に、 ア ピ ラー ゼ は
トロ ン ビ ンの 最 大活 性 化 量 を 半 減 させ るこ とが 可 能 で あ っ た 。
第 六 節 考察 お よび 小 括
Figure3-1に示 した様 に可溶 化 ミク ロ ソ ー ムの血 小 板凝 集 抑 制 能 は 、 明 ら
か に2っの活 性 の複 合 され たも の で あ っ た 。1っは 、 主 と して ア ラキ ドン酸凝
集 を抑 制 し、 まtADP凝集 に対 して も弱 い抑 制 活 性 を 示 した 。 この 画分 は15-
HPETEによ っ て完 全 に阻 害 され た こ とかち四12synthetaseによ る もの で あ る
と考 え られ る 。 も う1っは 、 ア ラ キ ドン酸 凝 集 を全 く抑 制 しな い こ と、 しか
しADP凝集 に対 しては 強 い凝 集 抑 制 活 性 を示 し た こ と、 また 、ADP分解 活 性 と
完 全 に一 致 す る こ とか ら、i・分 解 酵 素 に よ る もの で あ る と、考 え られ る 。
ADP分解 活 性 が 大 動 脈 に存 在 す る こ と は、 す で に ヒ ト(Heynsら3S))、 ウ サ
ギ(Liebermanら39))にっ い て報告 され て い るが 、 この 活性 を保 持 す る酵 素 に
っ い て は不 明 の 点 が 多 い 。Montagueら4°)は、 ラ ッ ト肝 臓 の ミ トコ ン ド リア
に存 在 す るADP分解 活 性が 、 アデ ニ レー ト ・キ ナー ゼ とATPaseによる複 合 活
性 で あ る こ とを明 らか に した 。 し か し 、 アデ ニ レー ト ・キ ナ ーゼ の 特 異 的 阻
害 剤 で あ るAp5Aによっ てADP分解 活 性 は全 く阻害 され な い こ と、 また、 電 気
泳 動 的 に単 一 を示 す状 態 にお い て も その 活性 が 失 われ な い こ とか ら、 ウ シ大
動 脈 ミ ク ロ ソー ム のADP分解 活 性 は 、 ラ ッ ト肝 臓 ミ トコ ン ドリア とは異 な り、
単 一 の 酵 素 に よ るも の で あ る と考 え られ る 。Liebermanら39)は、放 射 性 同 位
元 素 に よ って ラベ ル しtADPを用 い た検 討 に お い て、 ウサ ギ 大動 脈 ミク ロ ソー
ム のADP分解 活 性がATPある い は その 安 定化 ア ナ ログ で あ る β一yaTPによ って
濃 度 依 存 的 に阻 害 を うけ る こ と を報 告 して い る 。 これ は 、ADP分解 活性 とATP
分 解 活 性 が 、 同 じ1っ の酵 素 に よ る もの で あ る可 能 性 を示 唆 して い る。本 章
の 検 討 にお い て もADP分解 活 性 とATP分解活 性 は 、精 製 の どの段 階 の標 品 を用
い て も、 常 に電 気泳 動 に よ っ て 、同 じ位置 に泳 動 され 、 またATPase/ADPase
比 は 、1:1で変 化 しな か っ た 。 これ が 、非 特 異 的 な 酵 素 に よる もの で な い こ
39
と はAMPおよび 非 ヌ ク レオ チ ドに対 す る分 解 活性 が 全 く観 察 され な か っ た こ
と 、 また ア ル カ リ ・フ ォス フ ァ ターゼ 活 性が 検 出 され な か っ た こ とか ら明 ら
か で あ る と思 われ る 。 また、1'分 解 活 性 とATP分解 活 性 は と も にCa+→に よ っ
て促 進 され 、EDTAによ って 阻害 さ れ た 。 さ らに電 気 泳動 的 に単 一な 状 態 にお
い て も可溶 化 ミ クロ ソー ム とほぼ 同 じ1:1のATPase/ADPase比を維 持 し て い た 。
これ らの結 果 か ら、 ウ シ大 動 脈 ミ クロ ソー ム のADP分解 活 性 は 、 非特 異 的 フ ォ
ス フ ァター ゼ に よ る もの で も、 ア デ ニ レー ト ・キ ナー ゼ とATPaseの複 合 作 用
に よる もの で もな い特 異 的 な もの で あ るが 、ADPのみ を分 解 す る酵 素 で は な
くて 、LeBelら41)がブ タ膵 臓 に存 在 す る と報告 して い る よ うな 、カ ル シ ウ ム
依 存 性ATPdiphosphohydrolase(アピラ ー ゼ 、EC3.6.1.5)によ る もの で あ
る可 能性 が 高 い と考 え られ る 。
血 小 板 に種 々の 凝 集 惹 起剤 が 作 用 す る とホ スホ リパ ーゼ の活 性 化 が 起 こ り
膜 燐 脂 質 か らア ラキ ドン酸 が 遊 離 す る 。 この ア ラ キ ドン酸 は幾 っ か の 酵 素 に
よ っ て代謝 を 受 ける 。この 代 謝 物 の 内 、PGHz、PGGZ、トロ ンボ キサ ンA.
(TXA。)はイ オ ノ ボ ア と して細 胞 質 内ヘ カ ル シ ウ ム を遊 離 させ る働 きが あ り、
この遊 離 さ れ た カル シ ウ ムが収 縮 蛋 白な ど に働 い て凝 集 、 放 出 反応 な ど を 引






ン(5-HT)などを放 出 させ る働 きが あ り、 こ れ らが 他 の 血小 板 に働 い て 、 さ ら
に凝 集 を促 進 す る と思 われ る 。 しか しADP凝集 にお い ては 、 ア ラキ ドン酸 か
らPGGzを産 生 す る酵 素 シ ク ロオ キ シゲ ナー ゼ を ア ス ピ リン に よっ て阻 害 し
て も凝 集 が 惹 起 さ れ る(一次 凝 集)こ とか ら、 ア ラキ ドン酸 代謝 とは無 関 係 な
凝 集 機 構 も存 在 す る と考 え られ る 。
他 方 、血 管 にお い て も血 小 板 同様 に燐 脂 質 か らア ラキ ドン酸 を遊 離 させ 代
謝 す る酵 素 系 の存 在 が 知 られ て い る 。 この場 合 最 終 的 に生成 す るの はPGIzで
あ る 。PGI。は非 常 に強 い凝 集 抑 制 剤 で あ り、 ほ とん ど全 て の 凝集 惹 起 剤 に よ
る血 小 板 凝 集 に対 して強 い凝 集 抑制 効 果 を発 揮 す る 。PGIZは血 小板 の レセ プ
ター と結 合 し て細 胞 内 の サ イ ク リッ クAMP(c刪P)濃度 を高 め る働 きが あ るの
で 、 このCAMPが細 胞 内 の カル シウ ム濃 度 を低 下 させ る こ とに よ っ て血小 板 凝
集 抑 制 機 構 とな ん らか の 関連 を持 って い る と考 え られ て い る 。 また血管 には
iを 分 解 す る活性 が あ り、 この 活 性 は細 胞 膜 の外 側 にあ るecto-enzymeの働
きに よ る もの で あ る と考 え られ て い る 。 本 章 での 検 討 か らそれ が 、ATP
diphosphohydrolaseと考 え られ る こ とは既 に述 べ たが 、 この酵 素 は1'そ れ
自体 を分 解 す る こ とに よっ て 、血小 板 の活 性 化 を阻 止 す る働 きを担 って い る
と考 え られ る 。
以 上 の こ とを ま とめ る とFigure3-9のよ うに な る 。大動 脈 ミ ク ロ ソー ム あ
る い は1-KPにお い て は 、 この 図 に示 す よ うな機 構 に よ って 、血 小 板 凝集 抑 制
活 性 が 発 現 してい る と思 わ れ る 。す な わ ち(1)外因 性 の アラ キ ドン酸 あ るい
は 、活 性 化 血 小 板 か ら放 出 されtPGHZを基 質 と してPGIzが産 生 され 、 こ れが
血 小 板 凝 集 を阻 害 す る 。 この よ うな 血 小板 に由来 す る基 質 によ っ てPGIZ産生
が 増 大す る こ とは 、培 養 内皮 細 胞 にお い て も証 明 され てい る42)。ま た(2)外
因 性 の帥Pあ る い は活 性 化 血小 板 か ら放 出 され たADPをア ピラ ーゼ が 、分 解 す
る こ とに よ って血 小 板 凝 集が 抑 制 され る 。正 常 な血 管 内皮 細胞 は常 時 少 量 の
PGI。を産 生 して い る こ とが 知 られ て い るの で 、 これ らの抑 制 活 性 に 占め る重
要 性 の割 台 は ミク ロ ソー ムあ るい は1-MPの場 合 とは異 な る こ とが 予 想 され る
が 、 これ らの機 構 は生 体 内 にお い て も その まま働 い て い る と考 え られ 、従 っ
て1-HPは実 際 の生 体 とよ く似 た方 法 で 、血 小 板 凝集 を抑 制 す る こ とが 可 能 で
41
あ り、 それ ゆ え、 優 れ た血 液 適 合 性 材 料 に成 り得 る と考 え られ る 。
しか し 、材 料 に固定 化 す る標 品 は 、 出来 る限 り純 度 の高 い もの を用 い る こ
とが 、副 作用 の発 現 を避 ける ため に も望 ま しい と考 え られ る こ とか ら 、次 に
ジ ャガ イ モ 由 来 の ア ピラ ーゼ を使 用 して 、ADP分解 酵 素 の 固定 化 に よ る材 料
へ の 血小 板凝 集 抑 制 活 性 の賦 与 を試 み た 。そ の結 果 、 ア ピラ ー ゼ の 固定 化 に
よ っ て1-MPと同様 に機 械 的 応 力 負 荷 下 にお ける血 小 板 凝集 を顕 著 に抑 制 す る
こ とが可 能 で あ っ た 。 さ らに、 ア ピラ ーゼ 固定 化 材 料 を そ の 一部 に組 み込 む
こ と によ り、血 液 循 環 中 に惹起 され るFPCの減 少 を も軽減 す る こ とが 可 能 で
あ っ た。 しか し、 この 系 にお い て は 、血 小 板 粘 着 が無 視 し得 な い割 合 で起 き
て お り、 これ に対 して は ア ピラ ーゼ は効 果 を示 さな か った 。 これ は遊 離 状 の
ア ピラー ゼ を添 加 し た と きに も同 様 で あ り 、血小 板 粘 着 にお い て は 、ADPは
重 要 な役 割 を は た して い な い こ とが 示 唆 され た 。 しか し、血 小 板 粘 着 は血 小
板 と材 料 の 直 接 の相 互 作 用 で あ り、 これ を 抑制 す る ため に は、 血 液 適 合 性 の
良 好 な材 料 を 固定 化 担 体 に用 い る こ と に よ って 充分 解 決 可 能 と思 わ れ る 。
また遊 離状 の ア ピ ラ ーゼ を用 い て トロ ン ビ ンの活 性 化 に及 ぼ す 血 小 板 活 性
化 の 影響 を検 討 した と ころ 、 ア ピ ラーゼ に よ って 、明 らか に トロ ン ビ ンの 活
性 化 は抑 制 され た 。 トロ ンビ ン に よ る血 小 板 の活 性 化 にはilの 関 与 が 示 唆
され てい る こ とか ら、 ア ピ ラー ゼ は この血 小 板 活 性 化 を抑 制 し、 血 小 板 第3
因 子 活性 の発 現 す る の を妨 げ る こ と に よ って トロ ンビ ンの 活 性 化 量 を 低 下 さ
せ た と考 え られ る 。 こ の こ とか ら 、ADP分解 活 性 の材 料 へ の 賦 与 に よ って 凝
固 系 を も抑 制 し得 る可 能 性 が 示 唆 され た 。 しか し、 その 抑 制 は トロ ン ビ ンの
活 性 化 を完 全 に阻 止 し得 る もの で は な く、凝 固系 に対 して は 、 や は り別 にそ
の 活 性化 を抑 制 す る こ とが 必 要 で あ る と思 わ れ た 。
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トロ ンボ モ ジ ュrン 宀 匕 騒の 血
第 一節 緒 言
血 管 は 、 血液 適 合 性 を維 持 す る ため に 、血 小 板 凝 集 抑 制 機 能 の み な らず 、
血 液 凝 固系 に対 して も 阻害 機 能 を 有 して い る事 が 知 られ て い る 。特 に血 液 の
流 速 が極 め て遅 い部 位 にお い ては 、凝 固 系 の 活 性 化 が 血 小板 よ りも血 栓 形 成
に対 して 支 配 的 で あ る と考 え られ る こ とか ら、 この 血 管 の抗 凝 固作 用 が 特 に
重 要 な機 能 を果 た して い る と考 え られ る 。
最 近 、 トロ ンビ ンが 、血 管 内 皮 細 胞 膜 蛋 白質 で あ る トロ ンボ ジ ュ リン と結
合 す るこ とに よ っ て その 凝 固 促 進 活 性 を 失 う こ とが 報 告 さ れ た43)。トロ ン
ボ モ ジ ュ リ ンは トロ ン ビ ン と非 共 有 結 合 に よ る複合 体 を形 成 す る 。 その 結 果
トロ ン ビ ンは 、 フ ィブ リノ ー ゲ ン、第V因 子 、 血小 板 と云 っ た その 本来 の 基
質 に対 す る反 応 性 を消 失 す るが43)、プ ロ テ イ ンCの 活 性化 能 の み は約1000
倍 に促 進 され る44)。このプ ロ テ イ ンCの 活 性 化 型 は 、 プ ロ トロ ン ビン 、第
X因 子 活 性 化 の 各 々 補 因 子 で あ る 蛋 白質 、 第va因 子 お よび 第 皿a因子 を 分 解
す る こ と に よ って トロ ン ビ ンの生 成 を抑 制 す る45)。っ ま り、 トロ ン ビ ン は、
トロ ンボ モ ジ ュ リン と結 合 す る こ とに よ っ て基 質 特 異 性 に変 化 を受 け 、凝 固
促 進 因 子 か ら凝 固 阻 害 因 子へ と転 換 す るの で あ る 。 この こ とは 、 トロ ンボ モ
ジ ュ リンを 人 工材 料 に 固定 化 す る こ と に よ っ て 、材 料 に抗 凝 固 活 性 を賦 与 で
き る可 能 性 を 示唆 す る 。そ こで 本 章 にお い て は 、 トロ ンボモ ジ ュ リンの 材 料
へ の 固 定 化 を 試 み 、 そ の性 質 にっ い て検 討 した 。
第 二 節 トロ ンボ モ ジ ュ リン固定 化 材料 の トロ ンビ ン凝 固 促 進 作用 に対 す る
噬
トロ ンボモ ジ ュ リン 固定 化 材料 の抗 凝 固活 性 にっ い て検 討 す るた め に 、 ウ
シ 肺 か らの精 製 を行 な い 、 アガ ロ ー ス ・ビー ズへ の 固定 化 を 試 み た 。
実 験 方 法
〈材 料 〉
ウ シ ・トロ ン ビ ン46)、プ ロ テ イ ンc47)、ア ンチ トロ ン ビ ンm48)の精製
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は 、 既 報 の 方 法 に よ っ た 。 ウ シ 肺 トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン は ウ サ ギ 肺 トロ ン ボ モ
ジ ュ リ ン の 精 製 法44)に基 づ い て 精 製 し た 。
〈トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 活 性 測 定 法 〉
プ ロ テ イ ンC(200μ9ノ並)、 トロ ン ビ ン(400NIHunits!祕)、0.1K塩化 ナ
ト リ ウ ム と3.5mM塩化 カ ル シ ウ ム を 含 む0.02Mトリス 塩 酸 緩 衝 液(pH7.5)、お
よ び トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン試 料 各10μ2を 混 合 し 、37℃ で10分 間 イ ン キ ュ ベ 一ー
シ ョ ン し 、 こ れ に10μ・9のア ン チ トロ ン ビ ン 皿(50μ9/mの、 ヘ パ リ ン(100
units!漉)混合 液 を 添 加 し て 反 応 を 停 止 し た 。 さ ら に500μ2の100mKBoc-
Leu-Ser-Thr-Arg-ACAを添 加 し 、37℃ で10分 間 イ ン キ ュ ベ ー トを 行 な っ た の
ち 、1mQの15X酢酸 を 添 加 して 反 応 を 停 止 し て 、 遊 離 し たABC量を 測 定 し た32)。
lnmoleのABCを1分間 に 遊 離 す る プ ロ テ イ ンCaを 活 性 化 す る の に 必 要 な トロ
ン ボ モ ジ ュ リ ン 量 を1unitのトロ ン ボ モ ジ ュ リ ン と定 義 し た 。
〈固 定 化 材 料 調 製 法 〉
トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン あ る い は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を0.5M塩化 ナ トリ ウ ム を
含 む0.1K炭酸 水 素 ナ ト リウ ム に 懸 濁 し た ト レシ ル 活 性 化 セ フ ァ ロ ー ス4B49)
に 添 加 し 、 室 温 で4時 間 反 応 さ せ た 後 、 各 々0.5獗塩 化 ナ ト リウ ム を 含 む0.1M
炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び0.1M酢酸 緩 衝 液(pH4.0)で洗 浄 し 、0.145M塩化
ナ トリ ウ ム を 含 む0.01Kトリ ス 塩 酸 緩 衝 液(pH7.4)に懸 濁 し て4℃ で 保 存 し た 。
〈フ ィブ リ ン凝 固 時 間 測 定 法>
100μ身 の 固 定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リ ン 懸 濁 液 を100μ ρ のizフ ィ ブ リ ノ ー ゲ
ン溶 液 に 添 加 し 、37℃ で3分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、100fcQの トロ ン
ビ ン(終 濃 度0.17units!mQ)を添 加 し フ ィ プ ロ メ ー タ ー に よ っ て 、 凝 固 時 間
を 測 定 し た 。
〈血 小 板 放 出 反 応 測 定 法>
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ウ サ ギ洗 浄 血 小 板 は 、Tollefsenら5°)の方 法 に よ っ て調 製 し た 。 【MC】セ
ロ トニ ンの放 出 は 、Davidら5Dの方 法 に よ っ て測 定 した 。セ ロ トニ ン放 出 の
'阻害 は ア グ リゴ メ ー タ ー 中で250μQの 洗 浄 血 小 板 に固定 化 トロ ンボ モ ジ ュ
リンを 添加 し、 そ の後 トロ ン ビ ン(終濃 度0.2units/mのを添 加 す る こ と に よ っ
て 測 定 した 。
実 験 結 果
ウ シ 肺 トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン は1920倍に 精 製 さ れ 、 比 活 性 は19800units/mg
proteinであ っ た 。 こ の 部 分 精 製 トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン を 固 定 化 に 使 用 し た 。
トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン は 、 トレ シ ル 活 性 化 法 に よ っ て 良 好 に 固 定 化 さ れ た 。
比 活 性 は0.31units/mgge1であ り 、 活 性 収 率 は40xであ っ た 。



















ジ ュ リンの 影 響 を 示 し て い る 。47mg!醜の 固定 化 ア ルブ ミ ンが 凝 固 時 間 に影
響 を 与 えな いの に対 し、 固定 化 トロ ンボモ ジ ュ リン は10mg/mQで凝 固 時 間 を
延 長 す る こ とが 可 能 で あ っ た 。 トロ ンボ モ ジ ュ リンの 量 の 増加 に伴 っ て、 凝















鱸 轢 難1壗 慧;羅 難 鞴regati°nbyA,42mg/mQ;42mg/mR)seres/m2).
同量 の 固 定 化 ア ルブ ミ ンが75秒で あ るの に対 し て 、700秒まで の 延 長 を示 し
た 。
Figure4-2は固定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リンの 血 小 板 トロ ン ビ ン凝 集 に対 す る
効 果 を示 して い る 。固 定 化 アル ブ ミ ンは トロ ン ビ ン凝 集 に影 響 を与 え な か っ
た ・ トロ ン ビ ン凝 集 は 、固 定 化 トロ ンボ モ ジュ リ ン に よ って濃 度 依 存 的 に阻
害 され た 。42mg!mQの固 定 化 トロ ンポ モ ジ ュ リン添 加 に よ って75Zの阻 害 が 観
察 され た 。















{蠱;;1・1鵠噐器 ゜fthr°mbdulin.O,'量認 嬲1臨 翻 潔n`eleaim翻、、,d
固 定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リンの 効果 を検 討 し た。Figure4-3は、 固定 化 トロ ン
ボ モ ジ ュ リンが 、セ ロ トニ ン放 出 反応 を濃 度 依 存 的 に阻 害 し た こ とを示 して
い る 。4.2mg/漉の 固 定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リン に よ って 約100Xの阻 害 が 観察 さ
れ た 。
トロ ン ボ モ ジ ュ1ン 宀 匕 の プ ロ 甲 ンCi匕 准t
トロ ンボ モ ジ ュ リ ンは トロ ン ビ ン と結 合 す る こ と に よ って 、凝 固 促進 活 性
を 阻害 され るの み な らず 、 トロ ン ビ ンの プ ロ テ イ ンC活 性 化 を飛 躍 的 に促 進
す る 。 これ は他 の トロ ン ビ ン阻 害 剤 に は存 在 しな い トロ ンボ モ ジュ リンの優
れ た性 質 で あ る 。そ こで 、本 節 にお い て、 この プ ロ テ イ ンC活 性 化 の促 進 に





実 験 結 果
Figure4-4に示 した よ うに固 定 化 トロ ン ボモ ジ ュ リン は トロ ン ビ ン に よ る
プ ロ テ イ ンCの 活 性 化 を顕 著 に促 進 し た 。 トロ ン ビ ン濃 度 を一 定 に し た と き、




















Figure4-5に示 し た よ う に、 固定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リ ン量 を一 定 にす る と、
プ ロ テイ ンCの 活 性 化 は トロ ン ビ ン濃 度 に依 存 して い た 。Figure4-5のデ ー
タ か ら見掛 け上 のKaを計 算 し た と こ ろ(Figure4-6)、トロ ンボ モ ジ ュ リンは 、
固 定 化 に よ っ て も その トロ ン ビ ン に対 す る親和 性 が 変 化 しな か っ た 。
第四節 トロンボモジュリン固定化材料の抗凝固能
トロ ンボ モ ジ ュ リ ン固定 化 に よ っ て もそ の 特徴 的 な 活 性 を 保 持 して お り、
ま た、 トロ ン ビ ンに対 す る親 和 性 が 変 化 しな か っ た こ とか ら 、血 中 にお いて



























実 験 方 法
〈血 漿 カ ル シ ウム 再加 時 間測 定 法>
100μQの固 定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リン懸 濁 液(14mgのゲ ル を含 む)を100,uQ
の クェ ン酸 処 理 ウ シ血 漿 に添 加 し 、37℃で3分 間 イ ンキ ュベ ー シ ョン し た後 、
100μQの25mK塩化 カル シ ウ ム を添 加 しフ ィプ ロ メー ター に よ っ て、凝 固 時
間 を 測定 した 。
実 験 結 果
固定 化 トロ ンボ モ ジ ュ リンの 抗 凝 固 能 を血 漿 カル シ ウ ム再 加 時 間法 に よ っ





















五 察 お よび 川
凝 固系 を阻 害 す る よ うな 材 料 と して は 、既 にヘ パ リン固定 化 材料4-s)が広
く検 討 され て い るが 、ヘ パ リンは 、共 有 結 合 に よ って材 料 に 固定 化 す る とそ
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の 抗 凝 固 活 性 を発 現 し得 な い と考 え られ て い る 。 ま た、 ヘパ リ ンは 、 ア ンチ
トロ ンビ ン皿 と結合 す るこ とに よ っ て トロ ン ビ ンの活 性 を阻 害 す るが 、 トロ
ンボ モ ジ ュ リン とは異 な り、プ ロ テ イ ンCの 活 性化 を促 進 す る働 き はな い 。
この こ と は、 っ ま り、 ヘパ リン固 定 化材 料 に は、凝 固 因子 の 活 性 化 そ の もの
を 積 極 的 に抑 制 す る こ とは期 待 で きな い こ とを 意 味 す る 。
トロ ンボ モ ジ ュ リ ンは 固定 化 に よ って も トロ ンビ ンに対 す る親和 性 が 変 化
せ ず 、遊 離 状 の 時 と同様 に トロ ン ビ ンの凝 固促 進 活 性 を速 や か に阻害 で きる
こ とが 示 され た。 また 、 トロ ンボ モ ジ ュ リ ン固定 化 材 料 は 、 トロ ンビ ンの プ
ロ テ イ ンC活 性化 を顕 著 に促 進 す る こ とが 可能 で あ り、プ ロ テ イ ンCは 、 ト
ロ ン ビ ン活 性 化 の補 因 子 で あ る活性 型 第V因 子 を分 解 す る こ とが 知 られ て い
る45)ので 、凝 固 系第Xa因 子 、及 び トロ ン ビ ンの さ らな る生 成 を抑 え る こ と
が 可 能 で あ る 。 ま た 、 トロ ンボ モ ジュ リ ン と トロ ン ビ ンの結 合 は可 逆 的 で あ
り43)、トロ ンビ ン濃 度 が 低 下 して くれ ば 自然 に解 離 が 起 こ って 、 そ れ以 上
の プ ロ テ イ ンC活 性 化 は抑 制 され るこ とが 期 待 出来 る 。プ ロ テ イ ンC自 体 は
血 中 に存 在 す るプ ロ テ イ ンCイ ン ヒビ ター52)によ って速 や か に阻害 を受 け
る こ とが 知 られ て い る 。
す な わ ち 、 ヘパ リンが 活性 化 凝 固因 子 を 阻害 す るの み で 、 ま たそ の効 果 が
凝 固 因子 と(アンチ トロ ン ビ ン皿 と)の不 可 逆 的 な 結合 によ っ て一 回 的 な もの
に 限 られ る と考 え られ るの に対 して 、 トロ ンボ モ ジ ュ リ ンは凝 固 因子 の活 性
化 そ の も の を抑 制 す る こ とが 可 能 で あ り、 その 効果 も トロ ン ビ ン との結 合 の
可 逆 性 及 び プ ロ テ イ ンCの 酵 素 作 用 に よ っ て一 回 に限 られ な い 持続 性 を期 待
出来 る 。 こ れ らの こ とか ら、 トロ ンボ モ ジ ュ リンの 固定 化 は 、 トロ ンビ ンの
生 成 が 惹 起 され た と き にの み その 酵 素活 性 を阻害 し、同 時 に凝 固系 因 子 の さ
らな る活 性 化 を抑 制 す る極 め て効 果 的 な血 栓形 成 の制 御 機構 を材 料 に賦 与 す
る こ とを可 能 にす る と考 え られ る 。 この よ うな材 料 は血 小板 の 関与 が 少 な い
場 に お い て は 、優 れ た抗血 栓 性 材 料 に成 り得 る と考 え られ る。
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糸吉 論
1.大動 脈 ミ ク ロ ソー ム は、 強 い血 小 板 凝 集 抑 制 活 性 を 有 してお り、 また 、機
械 的応 力 負 荷 下 にお け るFPCの減 少 に対 して も顕著 な効 果 の あ る こ とを 明
らか に した 。 この活 性 は 、血 管 内皮 細 胞 の 有 す るそ れ と、基 本 的 に同 一 の 、
PGIz産生 と1'分 解 に よ る もの で あ る と考 え られ た 。
2.大動 脈 ミ ク ロ ソー ム は 、包 括 法 に よ って フ ィブ リ ンゲ ル に 、 ま た、 共 有 結
合 法 に よ っ て、 アガ ロ ー ス ビー ズ に固 定 化 可能 で あ り、 これ らの 固 定 化 材
料 は、従 来 の血 小 板 活 性 化 抑 制 性 材料 とは こ とな る積 極 的 な 方法 に よ って
顕 著 な血 小 板凝 集 抑 制 活 性 お よび 機械 的 応 力 負荷 下 にお け るFPCの減 少 抑
制 活 性 を 示 す こ とを 明 らか に しt。
3.大動脈 ミ クロ ソー ム の血 小 板 凝集 抑 制 活 性 は 、PGIZsynthetase活性 とADP
分 解活 性 に由来 す る もの で あ り、各 々 ア ラ キ ドン酸 凝集 とADP凝集 を主 と
して抑 制 す るこ と を明 らか に し た 。 またaI分 解 活 性 は 、特 異 的 な酵 素 に
よ るもの で あ り、 その 酵 素 はATPdiphosphohydrolase(アピラ ーゼ)で あ る
と考 え られ た 。更 に 、 ア ピラ ーゼ 固定 化 材 料 は 、 ミ クロ ソー ム 固定 化 材 料
同 様機 械 的応 力 負 荷 下 にお け るFPC減少 を顕 著 に軽 減 し、血 液 循 環 系 にお
け る血 小 板 凝 集 の 抑 制 が 可 能 で あ る こ とを 明 らか に し た 。
4.トロ ンボ モ ジ ュ リン固 定化 材 料 は 、 トロ ンビ ンの 凝 固促 進 活 性 を速 や か に
阻害 し、プ ロ テ イ ンCの 活性 化 を飛 躍 的 に促 進 す る こ とが 可 能 で あ る こ と
を 明 らか に した 。 ま た トロ ンボ モ ジ ュ リ ン固 定 化 材 料 は抗 凝 固能 を有 し、
血 漿 中 に お い て抗 血 栓 性 を 発揮 す る こ とが 可 能 で あ る こ とを 明 らか に した 。
5.以上 の結 果 か ら、生 体 血 管 が示 す優 れ た抗 血 栓 性 は、高 分 子 材 料 に 固定 化
可 能な 性 質 の もの で あ り、そ の 固定 化 に よ っ て生 体 と基 本 的 に同 一 の機 作
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